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INLEIDING 
ledere arts, die insuline-afhankelijke diabetespatiënten behandelt, onder-
vindt dat het lang niet altijd mogelijk is om een goede instelling van de 
diabetes te bereiken. Ondanks kennis en inspanning vertoont de behandel-
baarheid van diabetespatiënten grote individuele verschillen, waarbij bij 
sommige patiënten een normalisering van de gestoorde stofwisseling zelfs 
niet kan worden benaderd. Voor deze verschillen in behandelbaarheid zijn 
soms oorzaken aanwijsbaar, soms ook in het geheel niet. 
Rond 1976 waren op de diabetespolikliniek van het St. Radboudzieken-
huis een aantal patiënten met labiele type 1 diabetes bekend, bij wie elke 
poging om tot een betere instelling te komen had gefaald. Het was volstrekt 
onbegrijpelijk, waarom deze diabeten in feite onbehandelbaar waren en in 
schril contrast stonden met andere, stabiel ingestelde type 1 diabeten. Deze 
patiënten vormden de aanleiding om onderzoek te gaan verrichten naar 
factoren, die deze uiterste verschillen in behandelbaarheid konden verkla-
ren. Literatuurstudie moest uiteraard als basis dienen; een samenvatting 
ervan wordt gegeven in hoofdstuk I t/m IV. 
Bij de aanvang van het onderzoek bleken er onder de verschillende 
mogelijke oorzaken van labiliteit een aantal te zijn, die actueel waren, maar 
waarvan de betekenis controversieel of nog niet opgehelderd was. Dit gold 
met name voor het al of niet bestaan van endogene insulinesecretie, de 
aanwezigheid van insulinebindende antilichamen en de hypersecretie van 
glucagon. Besloten werd om de vraagstelling van het onderzoek toe te 
spitsen op deze drie factoren en om de betekenis ervan bij patiënten met 
labiele en stabiele diabetes te onderzoeken. Literatuurgegevens betreffende 
deze drie factoren kregen daarom in de hoofdstukken II, III en IV ruime 
aandacht. 
Voor het beantwoorden van de vraagstelling was het noodzakelijk om 
nieuwe laboratoriummethoden te ontwikkelen. Het betrof de bepaling van 
C-peptide, van vrij en totaal insuline en van insulinebindende antilichamen. 
Deze laboratoriummethoden worden in de hoofdstukken V, VI en VII 
besproken. Voorts de bepaling van glucagon, die grotendeels werd opgezet 
en bestudeerd door Dr. Th. Hendriks (Hendriks en Benraad 1980 en 1981) 
en daarom in dit proefschrift niet uitvoerig wordt verantwoord. 
De selectie van patiënten, de uitvoering van het onderzoek en de resulta-
ten worden tenslotte in de hoofdstukken VIII en IX vermeld. 
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HOOFDSTUK I 
LABIELE EN STABIELE INSULINE-AFHANKELIJKE DIABETES 
OVERZICHT VAN DE LITERATUUR 
1. OMSCHRIJVING VAN DE TERMEN LABIEL EN STABIEL 
Bij het handhaven van de normale glucoschomeostase is het niet alleen 
noodzakelijk, dat insuline in voldoende hoeveelheden wordt geproduceerd; 
even belangrijk is het vermogen van de B-cel om acuut op prikkels te 
reageren: juist hierdoor is het mogelijk, dat zo min mogelijk insuline op de 
meest efficiente wijze wordt gebruikt en dat grote schommelingen in het 
bloedsuikergehalte worden voorkomen. Het belang van deze acute fase van 
insulinesecretie is in vele studies aangetoond, niet alleen tijdens orale en 
intraveneuze belastingsproeven, maar ook onder fysiologische omstandighe-
den, d.w.z. na maaltijden (de Nobel 1976, Ahmed et al 1976). 
Het is duidelijk, dat subcutaan toegediend insuline bij insuline-afhanke-
lijke diabeten de deficiënte B-cel wel in kwantitatieve zin kan aanvullen, 
maar niet in kwalitatieve zin, d.w.z. dat het snelle reactievermogen van de B-
cel door insulinetherapie niet kan worden nagebootst. Daarom blijft subcu-
tane insulinetoediening een gebrekkige behandeling. Deze behandeling 
wordt bovendien gecompliceerd door het feit, dat het effect van de insuline-
therapie grote individuele verschillen vertoont: een gegeven, dat na de 
ontdekking en toepassing van insuline met teleurstelling werd ervaren. 
,,Insulin does not act with equal efficiency in all cases of diabetics", schrijven 
Himsworth en Kerr in 1939. 
Falta et al (1931) meenden, dat zij 2 groepen diabeten konden onderschei-
den: een insuline-gevoelige groep met een relatief lage insulinebehoefte, 
waarbij kleine veranderingen in de dosis hypo- of hyperglycaemieèn veroor-
zaakten, en waarbij staken van de insulinetherapie binnen korte tijd leidde 
tot een aanzienlijke glucosurie en tot ketoacidose. De andere groep noem-
den zij de insuline-resistente groep, die vaak een hogere insulinebehoefte 
had en veel minder sterk reageerde op kleine veranderingen in de insulinedo-
sering en minder sterk neigde tot het ontstaan van ketoacidose. Deze tweede 
groep omvatte veelal oudere en adipeuze mensen. Het is achteraf duidelijk, 
dat Falta et al voor het eerst onderscheid maakten tussen wat we tegenwoor-
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dig noemen het jin entele t\pe of type 1 diabetes mellitus en het maturity onset 
type ot type 2 diabetes, hoewel /ij tot de tweede groep ook patiënten 
rekenden met een echte insuhneresistentie, d w z met een insuhnebehoefte 
van enkele honderden eenheden per dag Himsworth beschreef in 1936 en 
1939 in feite hetzelfde Ook hij maakte onderscheid tussen insuline-gevoelige 
en insulinc-ongevoelige patiënten De eersten waren over het algemeen 
jonge patiënten, niet adipeus, bi] wie de diabetes acuut en met ernstige 
symptomen was ontstaan, en bij wie ook na behandeling een sterke neiging 
tot het optreden van ketoacidose en van hypoglycaemiecn aanwezig bleef 
Bij de insuhne-ongevoelige patiënten was daarentegen de diabetes meestal 
op oudere leeftijd en sluipend onstaan, deze patiënten waren meestal adi-
peus en vertoonden na behandeling geen neiging tot ernstige ontsporingen 
Dezelfde verschillen in behandelbaarheid van diabetespatiënten werden 
beschreven door Izzo et al in 1950 Zij gebruikten als eersten de termen 
labiel ("unstable") en stabiel (' stable") om deze verschillen aan te geven 
De beschrijving van de labiele diabeten werd bovendien uitgebreid met de 
klinische waarnemingen, dat deze patiënten in tegenstelling tot de stabiele 
diabeten grote en onvoorspelbare schommelingen in het bloedsuikergehalte 
vertoonden met een intermitterende en onregelmatige glucosurie en dat 
pogingen om het bloedsuikergehalte te normaliseren gepaard gingen met het 
optreden van hypoglycaemiecn Opvallend is, dat Izzo et al (1950) bij de 
stabiele patiënten geen verschil vonden in effectiviteit van diverse lang-
werkende preparaten Onafhankelijk van het insulinepreparaat bleef de 
instelling stabiel Bij de labiele groep echter verschoof het moment van de 
laagste bloedsuikerconcentratie naar de na-nacht of vroege ochtend, naar-
mate de werking van het preparaat langer was Grote schommelingen in het 
bloedsuikergehalte bleven bestaan De langwerkende preparaten bleken 
voor de stabiele patient een uitkomst, maar voorkwamen bij de labiele 
diabeet niet, dat aanzienlijke postprandiale bloedsuikerstijgingen bleven 
optreden, terwijl hypoglycaemicen op ongewenste tijdstippen optraden ni in 
de nacht of vroege ochtend Deze nadelen konden enigszins worden opge-
vangen door het langwerkende insuline te mengen met knstallijne insuline 
Het was vooralsnog volstrekt onduidelijk wat de oorzaak was van de grote 
verschillen in behandelbaarheid In 1950 echter had Bornstein een insuline-
bepaling beschreven, die berustte op het feit, dat insuline-bevatlend mense-
lijk plasma bij diabetische ratten een daling van de bloedsuikerconcentratie 
veroorzaakte In het plasma van onbehandelde diabeten met ketoacidose 
kon geen insuline-activiteit worden aangetoond, maar dit was wel het geval 
bij een groep van minder ernstige, eveneens onbehandelde diabeten zonder 
ketoacidose Deze laatste groep omvatte voornamelijk oudere en adipeuze 
patiënten (Bornstein en Lawrence, 1951) 
In 1952 verscheen in een van de eerste nummers van Diabetes een 
uitvoerig artikel van Wrenshall, Bogoch en Ritchie, onder supervisie van 
Best, waarin de resultaten van een onderzoek naar de nog aanwezige 
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hoeveelheid insuline in de pancreas werd beschreven bij geobduceerde 
diabeten en niet-diabeten. Bij diabetespatiënten, bij wie de diagnose was 
gesteld vóór het 20e jaar werden bij obductie nauwelijks nog B-cellen 
aangetroffen; de hoeveelheid insuline, die geëxtraheerd kon worden was 
dienovereenkomstig zeer laag: ± 3% van normaal. Bij de meeste diabeten, 
bij wie de diagnose op latere leeftijd was gesteld werd geen duidelijk verlies 
van B-cellen gevonden, en de hoeveelheid geëxtraheerde insuline bedroeg 50 
à 60% van normaal. Hieruit werd geconcludeerd, dat diabetes in 2 typen 
voorkwam, nl. het growth-onset en het maturity-onset type, die van elkaar 
verschilden in mate van insulinedeficiëntie. Izzo et al (1955) wezen er 
vervolgens op, dat de tot dan toe beschreven verschillen in behandelbaarheid 
op deze verschillen in mate van insulinedeficiëntie konden berusten. Inmid-
dels was de behandeling met orale bloedsuikerverlagende middelen mogelijk 
geworden en een deel van de stabiele diabeten is ongetwijfeld met succes 
hiermee behandeld. Verschillen in behandelbaarheid zijn echter blijven 
bestaan, zowel binnen de gehele groep van diabetespatiënten, als bij de type 
1 diabeten. Met deze laatste groep worden bedoeld patiënten, bij wie de 
diabetes met acute symptomen is ontstaan en die van de aanvang af insuline-
afhankelijk zijn geweest. 
In dit proefschrift zullen de termen labiel en stabiel worden gebruikt om de 
2 uiterste vormen van behandelbaarheid aan te geven. Met labiele diabeten 
worden patiënten bedoeld, bij wie de parameters van de metabole stoornis-
sen sterk en vaak onvoorspelbaar fluctueren, zowel binnen de 24 uur als van 
dag tot dag, ondanks pogingen tot de best mogelijke behandeling en zonder 
duidelijk aanwijsbare oorzaken. Onder aanwijsbare oorzaken worden ver-
staan grote variaties in dieet, lichamelijke activiteit en insulinetoediening, 
een verkeerde keuze van insulinepreparaal, intercurrente infecties, endo-
criene stoornissen en andere bijkomende ziekten. Uiteraard geldt voor 
stabiele diabetes het tegenovergestelde. ledere arts, die diabetespatiënten 
behandelt, kent labiele en stabiele diabeten, en de labiele diabeten brengen 
vaak zowel de dokter als de patiënt tot wanhoop. Het onvermogen om deze 
patiënten goed te behandelen komt al tot uiting in de synoniemen, die voor 
labiel worden gebruikt: brittle (Woodyat 1934), unstable (Kirtley et al 1953), 
volatile (Colwell 1953), total diabetes (Jackson 1974), hyperlabile (Molnaret 
al 1963) en essentiële instabiele diabetes (Dorner et al 1977). 
De frequentie van labiele diabetes wordt zeer verschillend opgegeven: 1-
2% van de totale diabetespopulatie door Dorner et al (1977) en 2-10% door 
Molnar (1964). Een reden hiervoor is ongetwijfeld het feit, dat labiele 
diabetes slecht is af te grenzen en dat labiele diabetes (d.w.z. slecht behan-
delbaar) nogal eens verward wordt met slecht ingestelde diabetes (d.w.z. niet 
goed behandeld). Nu zijn kwantitatieve karakteristieken, waardoor labiele 
diabeten kunnen worden onderscheiden van stabiele niet eenvoudig te 
verkrijgen. De weinige gegevens, die hierover in de literatuur zijn versche-
nen, zullen in de volgende paragraaf worden samengevat. 
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2. KWANTITATIEVE KARAKTERISTIEKEN BETREFFENDE 
LABIELE EN STABIELE DIABETES 
Glucosurie, ketonurie en plasmaglucoseconcentratie 
Metingen van glucosurie, ketonurie en plasmaglucoseconcentraties zijn de 
eenvoudigste en in de praktijk meest gebruikte parameters hij de beoorde-
ling van het behandelingsresultaat. Zij zijn een maat voor het succes van de 
behandeling, en kunnen worden beïnvloed door een groot aantal factoren, 
b.v. wijze van behandeling, medewerking van de patiënt, lichamelijke 
inspanning, bijkomende ziekten enz. Op zich vormen zij dus geen maat voor 
behandelbaarheid. Hetzelfde geldt voor de variatie in deze parameters, die 
groot is bij labiele diabetes - en klein bij stabiele diabetes - maar geen 
exclusief gegeven is voor de mate van behandelbaarheid. 
Dit maakt de interpretatie van deze parameters moeilijk, zeker bij een 
poliklinisch gecontroleerde patiënt. Veelal moeten ze over een langere tijd 
worden gemeten, en in samenhang gezien worden met andere gegevens 
omtrent de patiënt (b.v. het verloop van het lichaamsgewicht, de klinische 
indruk, enz.) alvorens iets geconcludeerd kan worden omtrent de mate van 
behandelbaarheid. Het is misschien hierdoor, dat kwantitatieve gegevens 
over glucosurie, ketonurie en plasmaglucosemetingen enerzijds en behandel-
baarheid anderzijds in de moderne literatuur uiterst spaarzaam voorkomen. 
Het is uitsluitend de groep van Molnar uit de Mayo Clinic, die zich eraan 
gewaagd heeft. 
Deze onderzoekers (Molnar et al 1965) verzamelden bij 18 patiënten, die 
op grond van de klinische indruk varieerden van stabiel tot labiel een aantal 
gegevens tijdens een verblijf op een metabolic ward. Met uitzondering van 2 
uiterst stabiele diabeten, die nauwelijks enige glucosurie hadden, kwam de 
klinische beoordeling omtrent de behandelbaarheid slecht overeen met de 
grootte van de glucosurie. Wel was de gemiddelde glucose-uitscheiding in de 
24-uurs urine bij de meest labiele diabeten, ook wanneer deze met meerdere 
insuline injecties per dag werden behandeld, groter dan bij de meest stabiele 
patiënten, maar de mate van labiliteit kwam niet tot uitdrukking in de grootte 
van de SD, SEM of variatiecoëfficiënt. Een betere correlatie bleek te bestaan 
tussen klinisch beoordeelde mate van·behandelbaarheid en de zg. „lability 
index"; deze laatste term werd gedefinieerd als de gemiddelde 24-uurs 
glucosurie vermeerderd met 3 standaard deviaties. 
Bij deze patiënten werd ook de urine in 4 porties gedurende de 24 uur 
verzameld, waaruit de glucose-uitscheiding per uur werd berekend. Afgezien 
van de vraag naar de juistheid van een dergelijke berekening, leverden de 
uitkomsten geen betere informatie op. 
Labiele diabeten neigen sterk naar het ontstaan van ketose, waardoor het 
te verwachten valt, dat de uitscheiding van ketonen in de urine bij hen hoger 
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is dan bij stabiele patiënten. In het onderzoek van Molnar (1965) bleek dat 
het ook het geval te zijn. 
Het is duidelijk, dat één of enkele bepalingen van de plasmaglucosecon-
centratie gedurende de dag, hetzij op één vast tijdstip, hetzij op verschillende 
momenten, slechts beperkte informatie kan bieden. In het onderzoek van 
Molnar werden bloedsuikerconcentraties gemeten nuchter en 3 uur na een 
maaltijd. De gemiddelden van deze bepalingen en de variaties hadden geen 
consistente relatie met de mate van instabiliteit, behalve in de uiterste 
gevallen. Er kon ook geen correlatie worden aangetoond tussen de afzonder-
lijke bloedsuikerbepalingen en de 24-uurs glucosurie. Er bestond alleen dan 
een correlatie tussen bloedsuikergehalte en glucosurie, als de glucoseconcen-
tratie in het plasma ± halverwege een verzamelperiode van enkele uren werd 
bepaald. 
Metingen van deze parameters kunnen dus nauwelijks labiele diabeten van 
stabiele patiënten discrimineren, zelfs niet onder strikt gecontroleerde 
omstandigheden. Zij zijn zeker geen absolute maat voor labiliteit of stabili-
teit. 
De M-waarde 
Schlichtkrull et al (1965) hebben gezocht naar een formule, die in getal de 
mate van instelling van de diabetespatiënt zou kunnen weergeven. Zij maten 
daartoe het verschil tussen een groot aantal feitelijke bloedsuikerconcentra-
ties en een willekeurig aangenomen normale bloedsuikerconcentratie (b.v. 
110 of 120 mg%). Wanneer louter het verschil gemeten zou worden, dat zou 
het ongunstige effect van een te laag bloedsuikergehalte onvoldoende tot 
uiting komen. Daarom werd een formule ontworpen, waarin dit ongunstige 
behandelingseffect wel tot uitdrukking kwam. De formule werd M-waarde 
genoemd en luidde M = (10 x log f^)3. 
Hoe meer de gevonden bloedsuikerconcentratie (BS) naar boven of bene-
den afwijkt van een arbitrair gekozen normale waarde (120 mg%), hoe hoger 
de uitkomst wordt. Om een juiste indruk te krijgen van het behandelingsef-
fect zijn meerdere bloedsuikerbepalingen per dag nodig en bij voorkeur 
gedurende enkele achtereenvolgende dagen. De M-waarden, die uit al deze 
bepalingen kunnen worden berekend, worden vervolgens gemiddeld. Deze 
gemiddelde M-waarde meet dus het effect van de behandeling en is een maat 
voor de instelling van de patiënt. Alléén wanneer men meent, dat de patiënt 
een optimale behandeling krijgt, kan de M-waarde beschouwd worden als 
een maat voor behandelbaarheid. In deze zin is de M-waarde door Schlicht-
krull zelf niet toegepast bij labiele en stabiele diabetespatiënten. 
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Continue bloedsuikerbepaling, MA GÈ en MODD 
Mirouze et al (1962) en Service et al (1970) hebben de mogelijkheid van 
continue bloedsuikerbepaling gedurende één- of tweemaal 24 uur toegepast 
bij diabetespatiënten, waarbij duidelijke verschillen bleken tussen labiele en 
stabiele diabetes. Bij normale proefpersonen ontstaan in aansluiting aan de 
maaltijden geringe stijgingen van de plasmaglucoseconcentratie, die binnen 2 
uur weer zijn gedaald tot de nuchtere uitgangswaarde. Bij als stabiel beoor-
deelde diabeten zijn deze stijgingen groter en vinden de dalingen langzamer 
plaats, zodat de nuchtere uitgangswaarde tussen de maaltijden door vaak niet 
wordt bereikt. Het verloop van de bloedsuikerconcentratie is elke dag 
ongeveer hetzelfde. Bij labiele diabetes worden de grootste bloedsuikerstij-
gingen en -dalingen gezien, die soms wel en soms ook niet in verband kunnen 
worden gebracht met de maaltijden. Het patroon is grillig en is niet elke dag 
gelijk. Service et al (1970) gebruikten de continue bloedsuikerbepaling bij 3 
patiënten met stabiele diabetes en bij 8 labiele diabetespatiënten, tijdens 
metabolic ward omstandigheden, gedurende 2 x 24 uur. De gemiddelde 
bloedsuikerconcentratie en de SD waren bij de labiele en stabiele patiënten 
significant verschillend. 
De fluctuatie in de plasmaglucoseconcentratie werd kwantitatief weerge-
geven als MAGE, de Mean Amplitude of Glycémie Excursions. Hiermee 
wordt bedoeld het gemiddelde verschil tussen opeenvolgende maximale en 
minimale bloedsuikerconcentraties. Alléén verschillen, die groter waren dan 
1 SD van de gemiddelde bloedsuikerconcentratie werden gebruikt in de 
berekening. De bedoeling van dit laatste was om alleen grote schommelingen 
te meten. De MAGE bleek bij de patiënten, die op klinische indruk waren 
geselecteerd als labiel en stabiel, significant te verschillen zonder overlap. 
Ook tussen de 3 stabiele patiënten en 3 normale proefpersonen was de 
MAGE significant verschillend. Het verschil in de MAGE van dag tot dag 
was bij de labiele patiënten groter dan bij de stabiele patiënten. 
Bij alle diabeten en ook bij de niet-diabeten bestond géén correlatie tussen 
de gemiddelde bloedsuikerconcentratie en de MAGE en deze was evenmin 
aanwezig voor de 24-uurs glucosurie en de MAGE. Dit is begrijpelijk, omdat 
fluctuaties in het bloedsuikergehalte niet tot uiting behoeven te komen in de 
hoogte van het gemiddelde bloedsuikergehalte. De MAGE lijkt dus labiliteit 
of stabiliteit beter weer te geven dan de gemiddelde bloedsuikerconcentratie 
en lijkt ook min of meer onafhankelijk van de therapie te zijn. Dit laatste 
concludeerden Service et al uit het feit, dat door intensivering van de 
therapie bij labiele diabeten met frequente injecties insuline per dag wel een 
lager gemiddelde plasmaglucoseconcentratie kon worden bereikt - overigens 
ten koste van hypoglycaemiecn - maar zonder verandering van de MAGE. 
Toch is de MAGE niet helemaal onafhankelijk van de ingestelde behande-
ling, omdat een verkeerde keuze van insuline-preparaat of een verkeerde 
dosis grote schommelingen in de plasmaglucoseconcentratie kan veroorza-
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ken. Service bepaalde bij zijn patiënten ook de M-waarde. Hoewel deze 
significant verschilde bij labiele en stabiele diabeten, bestond er geen correla-
tie tussen de M-waarde en de MAGE. 
Uit de resultaten van Molnar et al (1965) en Service et al (1970) kan 
geconcludeerd worden, dat labiele diabcten ten opzichte van stabiele diabe-
ten gekenmerkt kunnen worden door een hoger gemiddeld bloedsuikerge-
halte, een grotere glucosurie, een hogere M-waarde en een grotere MAGE. 
Het is vooral de MAGE waarin de onmogelijkheid tot goede regulatie van de 
diabetes tot uitdrukking komt, mits behandelfouten zijn uitgesloten. Een 
bezwaar van deze parameter is, dat deze slechts kan worden berekend uit 
vele bloedsuikerbepalingen per 24 uur en het liefst gedurende enkele etma-
len, omdat de MAGE van dag tot dag bij labiele patiënten verschilt. 
Variatie in het bloedsuikergehalte van dag tot dag kan kwantitatief als 
MODD worden weergegeven: the Mean of Daily Differences, het gemid-
delde van het verschil tussen bloedsuikerconcentraties, die op dezelfde 
tijdstippen op verschillende dagen worden gemeten (Molnar et al 1972). 
Continue bloedsuikerbepaling gedurende 48 uur verschaft een groot aantal 
gepaarde waarnemingen en op deze wijze vond Molnar bij 8 labiele diabeten 
een significant hogere MODD dan bij 3 stabiele diabeten, ongeacht het 
aantal insuline-injecties per dag. De al dan niet variabele respons op de 
therapie, weergegeven als MODD, kan ook op eenvoudiger wijze worden 
vastgelegd, zonder continue of zeer frequente bloedsuikerbepalingen, maar 
met behulp van enkele gepaarde metingen. Wel valt niet te voorspellen, op 
welk tijdstip van de dag of nacht de verschillen vooral optreden. Onbekend is 
in hoeverre de MODD ook tot uitdrukking komt in dagelijkse verschillen in 
glucosurie. 
Molnar et al (1974) onderzochten in hun groep van 3 stabiele en 8 labiele 
diabeten ook op welk moment een bloedsuikerbepaling de meeste informatie 
kon verschaffen, niet alleen over de instelling maar ook over de mate van 
behandelbaarheid. Dit tijdstip was 80 minuten na het ontbijt. Onafhankelijk 
van de therapie (één of meerdere injecties per dag) bleek de hoogte van de 
bloedsuikerconcentratie op dit moment het beste gecorreleerd te zijn zowel 
met de MAGE (r=0.88) als met de gemiddelde plasmaglucoseconcentratie 
(r=0.89). 
Geglycosyleerd haemoglobine (HbA,c) 
НЬАь dat ontstaat door glycosylering van HbA, bestaat uit tenminste 3 
componenten, waarvan HbA I c de belangrijkste is. Bij HbA|C is glucose 
gebonden aan het N-terminale aminozuur valine van de ß-keten. De glycosy-
lering van haemoglobine is aanvankelijk beschouwd als een langzaam verlo-
pende, irreversibele en niet-enzymatische reactie (Koenig et al 1976). De 
mate van glycosylering zou daarom niet beïnvloed worden door snelle en 
kortdurende veranderingen in de bloedsuikerconcentratie. maar een maat 
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voor het gemiddelde bloedsuikerniveau gedurende het leven van de erythro-
cyt zijn. HbA lc, uitgedrukt als percentage van het totale haemoglobinege-
halte, geeft dan het gemiddelde niveau van de instelling weer. Er is een 
significante correlatie gevonden tussen de hoogte van het percentage HbAic 
en andere indices betreffende de instelling als b.v. nuchtere glucoseconcen-
tratie, gemiddelde glucoseconcentratie gedurende de dag en grootte van de 
glucosurie per 24 uur of per week (Koenig et al 1976, Gabbay et al 1977, de 
Boer et al 1980). Inmiddels zijn er aanwijzingen, dat het glycosyleringsproces 
veel sneller kan verlopen en bovendien reversibel is (Bolli et al 1980, Ditzel 
en Forsham, 1980). Dit reduceert uiteraard de praktische betekenis van deze 
bepaling. Er zijn geen gegevens bekend over metingen van HbA lc bij labiele 
en stabiele diabeten. Te verwachten is, dat het percentage HbAic bij labiele 
diabeten hoger zal zijn dan bij stabiele diabeten, omdat de gemiddelde 
bloedsuikerconcentratie hoger is bij labiele patiënten; het zal echter geen 
indruk verschaffen over de variatie van het bloedsuikergehalte, hetgeen juist 
karakteristiek is voor labiele diabetes. 
Samenvatting 
Samenvattend kan gesteld worden, dat het grillige en wisselende beloop 
van het bloedsuikergehalte, als maat voor de sterk wisselende metabole 
omstandigheden bij labiele diabetes het beste tot uiting komt in bepaling van 
MAGE en MODD. Mits behandelfouten zijn uitgesloten lijken zij het beste 
het labiele en stabiele karakter van diabetes te kunnen weergeven. Beide 
parameters zijn echter moeilijk te verkrijgen bij poliklinisch behandelde 
patiënten, omdat zij slechts kunnen worden berekend uit een groot aantal 
bloedsuikerbepalingen gedurende één of meerdere dagen. Nu echter de 
mogelijkheid voor patiënten om zelf bloedsuikerbepalingen uit te voeren 
steeds groter wordt en steeds vaker wordt toegepast, kan ook de berekening 
van MAGE en MODD een meer praktische betekenis krijgen. Vooralsnog 
kunnen slechts uit combinaties van gegevens betreffende glucosurie, ketonu-
rie en plasmaglucoseconcentratie, verzameld over langere tijd en na uitslui-
ting van behandelfouten bij arts en patiënt, conclusies worden getrokken 
omtrent de behandelbaarheid. Een absolute graadmeter is er niet. 
3. MOGELIJKE OORZAKEN VAN METABOLE INSTABILITEIT VAN DIABETES 
Inleiding 
Bij diabetespatiënten kunnen allerlei situaties ontstaan, waarbij de insuli-
nebehoefte gedurende kortere of langere tijd zodanig verandert of fluctueert, 
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dat - indien niet herkend - ernstige ontsporingen optreden. Dit geldt b.v. 
voor de groeiperiode, voor intercurrente en chronische ziekten, bij gebruik 
van bepaalde medicamenten, voor lichamelijke inspanning, allerlei vormen 
van lichamelijke en psychische stress en voor de zwangerschap. Het zijn 
begrijpelijke en herkenbare oorzaken van ontregeling en zelfs van moeilijk 
behandelbare diabetes. Karakteristiek voor labiele diabetes is echter een 
buitengewoon grillige instelling ook in afwezigheid van deze situaties. Ook 
kan diabetes labiel schijnen ten gevolge van behandelfouten, gemaakt door 
arts of patiënt. Deze komen helaas zeer vaak voor. Alle studies, waarbij is 
nagegaan in hoeverre diabetespatiënten een dieet, dat als hoeksteen van de 
behandeling wordt beschouwd, volgen, komen tot dezelfde teleurstellende 
conclusie: 50 à 80% van de patiënten wijkt af van de voorgeschreven 
hoeveelheid calorieën per dag en van de verdeling van de maaltijden over de 
dag (Williams et al 1967, Holland 1968, Turnbridge en Wetherill 1970). 
Grote en sterk wisselende afwijkingen van het dieet kunnen uiteraard de 
instelling van de diabetes bemoeilijken en speciaal bij de insuline-afhanke-
lijke diabect grote fluctuaties in het bloedsuikergehalte gedurende de dag en 
van dag tot dag veroorzaken. Turnbridge (1970) kon overigens geen relatie 
vinden tussen de mate waarin het dieet werd gevolgd en de instelling van de 
diabetes. 
Over eventuele fouten in de insulinetherapie is slechts één uitvoerige 
studie bekend, nl., die van Watkins et al (1967). Van 115 onderzochte 
insuline-afhankelijke diabeten maakte maar liefst 58% fouten in de irisuline-
dosering, ofwel omdat de patiënt van een andere dosering was overtuigd dan 
de arts in werkelijkheid had voorgeschreven, ofwel door fouten in het 
afmeten van de dosis. Deze afwijkingen bedroegen bij 35% van de patiënten 
15% of méér van de voorgeschreven dosis. 
Bij het karakteriseren van diabetes als labiel dienen fouten in dieet en in 
insulinetoediening zo goed mogelijk te worden uitgesloten. 
Psychische factoren 
Psychische stress kan leiden tot ontregeling. De wegen waarlangs dit plaats 
vindt, zijn complex (Hinkle en Wolf 1952, Hinkle 1956): conflicten en 
emoties kunnen de patiënt ertoe bewegen om zich, als in een soort rebellie, 
niet meer te storen aan het dieet of zelfs aan de insulinetherapie, maar 
veroorzaken op zichzelf ook metabole veranderingen, waardoor de diabetes 
ontregelt. Over dit laatste is weinig in de literatuur bekend. Hinkle en Wolf 
(1952) onderzochten 64 patiënten variërend in leeftijd en in ernst van de 
diabetes. Deze patiënten werden in emotionele situaties gebracht door hen 
abrupt en brutaal te confronteren met een voor hen pijnlijk onderwerp. Uit 
de gegeven voorbeelden blijkt, dat dit gevolgd werd door een stijging in de 
ketonenconcentratie in het bloed, terwijl het plasmaglucosegehalte sterk ging 
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fluctueren, tot hypoglycaemische waarden daalde of- bij angst of boosheid-
een scherpe stijging vertoonde. De vraag is dan of labiele diabeten een 
zodanige karakterstructuur hebben, dat conflictsituaties of andere oorzaken 
van psychische overbelasting vaker voorkomen dan bij stabiele patiënten. 
Het antwoord is niet met zekerheid te geven. 
Simonds (1977) onderzocht goed en slecht ingestelde (hetgeen niet iden-
tiek behoeft te zijn aan stabiele en labiele) diabetische kinderen met een 
gemiddelde leeftijd van ongeveer 13 jaar. Uit interviews met moeder en kind 
werden conclusies getrokken over het al dan niet bestaan van psychiatrische 
afwijkingen, van conflicten met personen of situaties en van gedragsstoornis-
sen. Bij slecht ingestelde diabeten bleken inderdaad conflictsituaties vaker 
voor te komen dan bij goed ingestelde diabcten. Emotionele situaties als 
bezorgdheid en depressiviteit kwamen eveneens vaker voor bij slecht inge-
stelde diabeten, maar deze werden begrijpelijkerwijs eerder beschouwd als 
gevolg dan als oorzaak van de slecht ingestelde diabetes. Een psychiatrische 
diagnose kon bij de slecht ingestelde groep niet vaker gesteld worden dan bij 
de goed ingestelde groep of bij de controlegroep. Gath et al (1980) onder-
zochten 76 diabetische kinderen in de leeftijd van 5-16 jaar. Bij de diabeti-
sche kinderen werden niet vaker gedrags- en emotionele stoornissen aange-
toond dan bij niet diabetische kinderen, maar binnen de groep patiënten 
werden gedrags- en leermoeilijkheden en ook psychosociale problemen in de 
familie significant vaker aangetroffen bij slecht ingestelde kinderen. 
Psychologische problemen en conflict-situaties kunnen dus tot ontregeling 
en mogelijk tot labiliteit leiden, maar ook is het omgekeerde het geval en 
blijken ontregelingen vaak emotionele stoornissen op te roepen (Groen en 
Pelser 1981). Het bestaan ervan en de consequenties ervan voor de behandel-
baarheid van diabetes is in de dagelijkse praktijk moeilijk inschatbaar, maar 
op grond van de aangehaalde studies en van klinische ervaring lijkt psychi-
sche (in)stabiliteit zeker niet de enig verantwoordelijke factor te zijn voor het 
bestaan van labiele en stabiele diabetes. 
Variatie in absorptie van insuline 
Bij studies over absorptie van insuline vanuit de subcuties wordt vrijwel 
altijd gebruik gemaakt van radioactief gemerkte insuline, waarbij boven de 
injectieplaats de radioactiviteit in het verloop van de tijd wordt gemeten. Om 
de resultaten van deze methode te kunnen betrekken op de absorptie van 
niet-gemerkte insuline moet aan een aantal voorwaarden worden voldaan 
(Binder 1969): de absorptie moet voor gemerkte en niet-gemerkte insuline 
hetzelfde zijn, er mag van beide stoffen geen degradatie optreden en de 
uitwendige meting van radioactiviteit moet overeenkomen met de residu-
hoeveelhcid radioactief insuline. Aanvankelijk is het met name door het 
onderzoek van Binder (1969) aannemelijk gemaakt, dat bij proefdieren en 
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bij normale proefpersonen aan deze voorwaarden wordt voldaan bij gebruik 
van kort- en langwerkende insulinepreparaten, gemerkt met 12SI. Gebleken 
is, dat insuline vanuit het subcutane weefsel direct in de bloedbaan wordt 
geabsorbeerd, een proces, dat soms mono-, soms biëxponentieel verloopt en 
dat afhankelijk is van factoren als lokale vascularisatie en fysische eigen-
schappen van het insulinepreparaat. Zo wordt insuline trager geabsorbeerd 
bij een lage pH en bij een afgenomen oplosbaarheid. Een toegenomen 
concentratie van de insuline-oplossing en een groter injectievolume remmen 
eveneens de absorptie, terwijl inspanning van de extremiteit, waarin insuline 
wordt geïnjiceerd, de absorptie versnelt (Koivisto en Felig 1978; Berger et al 
1978 en 1979). 
Bij diabeten blijken grote verschillen in absorptiesnelheid te kunnen 
optreden. Op de eerste plaats betreft dit regionale verschillen: insuline wordt 
sneller uit de bovenarm geabsorbeerd dan uit het bovenbeen, terwijl de 
absorptie uit de buik weer sneller verloopt dan uit de arm (Binder 1969). Zo 
vonden Koivisto en Felig (1980) bij 7 insuline-afhankelijke diabeten, dat 
ruim 2 uur na een injectie van snelwerkend monocomponent insuline gemid-
deld 86% méér insuline was geabsorbeerd vanuit het abdomen dan vanuit het 
bovenbeen; vanuit de arm was in deze tijd gemiddeld 41% méér insuline 
geabsorbeerd dan vanuit het been. Deze verschillen in absorptiesnelheid 
hadden aantoonbare consequenties voor het beloop van de bloedsuikercon-
centratie. Het is aannemelijk gemaakt, dat deze regionale verschillen berus-
ten op verschillen in vascularisatie (Koivisto 1980). Maar ook vanuit dezelfde 
injectieplaats zijn door alle onderzoekers, die zich met dit probleem hebben 
bezig gehouden, grote verschillen in absorptiesnelheid aangetoond zowel bij 
dezelfde persoon (intraindividueel) als tussen individuen (interindividueel). 
Moore et al (1959) vonden na subcutane injecties van kortwerkende insuline 
intraindividuele verschillen in de T-50 (de tijd, waarin 50% van de toege-
diende hoeveelheid radioactiviteit is geabsorbeerd) van 3,5 tot 4 uur en 
interindividuele verschillen, die varieerden van 53 tot 348 minuten. Binder 
(1969) vond eveneens grote intra- en interindividuele verschillen in absorptie 
van zowel kort- als langwerkende insulinepreparaten. Afhankelijk van de 
injectieplaats bedroeg de variatiecoëfficiënt van de K-waarde (berekend uit 
het mono-exponentiële gedeelte van de verdwijningscurve van de radioacti-
viteit) voor Actrapid 27 à 43%. 8 Uur na injectie van 40 E Semilente bleek 
bij 6 patiënten gemiddeld 50% te zijn geabsorbeerd, maar de spreiding 
bedroeg 37 tot 60%. De residu-hoevcelheid Lente-insuline, berekend 24 uur 
na een injectie van 36 E in het bovenbeen, bleek bij dezelfde patiënt te 
kunnen variëren van 16 tot 56%. K0lendorf et al (1978) vond een intraindivi-
duele variatiecoëfficiënt in de T-50 na injectie van NPH-insuline van 26 tot 
37% en een interindividuele variatiecoëfficiënt van 55%. Uit het onderzoek 
van Lauritzen et al (1979) blijkt, dat bij dezelfde patiënt, bij wie zes maal de 
absorptie van Monotard uit het bovenbeen werd gemeten, na 24 uur de 
residuhoeveelheid insuline kan variëren van 4 tot soms meer dan 50%. Deze 
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auteurs vonden bij 5 van de 6 onderzochte patiënten een significante nega-
tieve correlatie tussen de berekende hoeveelheid geabsorbeerde insuline op 
verschillende tijdstippen en de bijbehorende bloedsuikerconcentraties. 
Deze verschillen in absorptie geven aan, dat tabellen en getallen over de 
werkingsduur van insulinepreparaten met grote voorzichtigheid geïnterpre-
teerd moeten worden; zij zijn ongetwijfeld één van de redenen waarom vaak 
proefondervindelijk moet worden uitgezocht welk preparaat voor een indivi-
duele patiënt de voorkeur verdient. 
Het is nog niet bekend, wat de verschillen in absorptie veroorzaakt. Uit het 
onderzoek van Binder (1969) bleek de mate van absorptie geen verband te 
houden met factoren als leeftijd, geslacht, dieet, duur van de diabetes, 
retinopathie, nephropathie, lichamelijke activiteit, huiddikte en nuchtere 
plasmaglucoseconcentratie. Wel bleek een verlies van vibratiezin gepaard te 
gaan met een snellere absorptie: een moeilijk te interpreteren gegeven. De 
laatste jaren is nieuw licht geworpen op deze belangrijke en nog weinig 
onderzochte problematiek. Dandona et al (1978) vonden bij 6 slecht inge-
stelde diabeten met een insulinebehoefte van méér dan 120 E per dag, dat 
een goede instelling kon worden bereikt met veel lagere doses (50 à 63 E per 
dag), wanneer insuline volgens een eenvoudig schema continu intraveneus 
werd toegediend. Hieruit werd geconcludeerd, dat bij deze patiënten, bij wie 
nauwelijks antilichamen tegen insuline circuleerden, insuline slechts gedeel-
telijk werd geabsorbeerd en voor een deel ter plaatse werd afgebroken. Ook 
door anderen (o.a. Henry et al 1978, Paulsen et al 1979, Freidenberg et al 
1980) zijn incidentele patiënten beschreven met zeer ernstige insulineresis-
tentie die bleek te berusten op stoornissen in de absorptie. Bij de patiënte 
van Paulsen werd een hoge insuline-degraderende activiteit van voorname-
lijk vetweefsel aangetoond. 
Lokale degradatie van insuline is mogelijk een veel vaker voorkomend 
fenomeen, dan tot nu toe werd gedacht. Berger et al (1979) dienden aan 
varkens subcutane injecties van (1H)insuline toe, waarna de injectieplaatsen 
werden geëxcideerd en onderzocht op degradatieproducten. Het bleek, dat 
reeds 15 minuten na de injectie, ongeveer 20% van de teruggevonden radio-
activiteit gekoppeld was aan degradatieproducten van insuline. Er zijn 
verschillende aanwijzingen, dat deze degradatie berust op specifieke enzyma-
tische activiteit. Chandler (1972) kon aantonen, dat bij de rat in het vetweef-
sel een insulincdegraderend enzym (glutathioninsuline-transhydrogenase) 
aanwezig is. Berger et al (1979) vermelden 50% degradatie na 1 uur van 0.5 
mE (1H)insuline, die met vetweefsel van de rat werd geïncubeerd, welke 
degradatie tot 10% verminderde na preincubatie van het vetweefsel met 
insuline. Bovendien is uit onderzoek van Berger et al (1980) gebleken, dat 
toevoeging van de enzymremmer Aprotinine aan insuline bij normale proef-
personen de absorptie vanuit de subcutis bevordert, hetgeen bleek uit een 
snellere stijging van insulinespiegels en een sneller optreden van het hypogly-
caemisch effect. Ook bij een kleine groep diabeten bleek Aprotinine de 
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absorptie van insuline te kunnen bevorderen (Freidenberg et al 1980). Het 
onderzoek van Pickup et al (1981) verschaft de meest recente aanwijzingen 
voor subcutane absorptiestoornissen. Het bleek, dat bij 6 patiënten met 
brittle diabetes de instelling van de diabetes niet verbeterde bij continue 
subcutane toediening van insuline; toen echter insuline continu intramuscu-
lair werd toegediend was ,een significant betere instelling aantoonbaar bij 5 
van de 6 patiënten. Klaarblijkelijk kon door de intramusculaire route een 
subcutane absorptiestoornis omzeild worden. Het zou dus goed mogelijk 
kunnen zijn, dat lokale subcutane degradatie van insuline van invloed is op 
de behandelbaarheid van diabetespatiënten. 
Dat de lokale afbraak van insuline een rol van betekenis zou spelen wordt 
echter weer ontkend door Deckert et al (1981) op grond van een breed 
opgezet onderzoek: bij insuline-afhankelijke diabeten werd een uitstekende 
correlatie (r=0.922) gevonden tussen de benodigde dosis subcutaan en 
intraveneus toegediend insuline. Bij zeven insuline-onafhankelijke diabeten 
werd het effect van subcutane toediening van insuline met en zonder Aproti-
nine op de plasma-insulineconcentratic vergeleken en er werd geen verschil 
gevonden. Ook uit metingen van radioactiviteit en van insuline in geëxci-
deerde subcutis bij varkens kon geen aanwijzing voor het bestaan van lokale 
afbraak van insuline worden verkregen. Dit onderzoek is echter nog niet in 
detail gepubliceerd; met name werd niets meegedeeld over de selectie van de 
patiënten. Een definitieve beoordeling is dus nog niet mogelijk. 
Het metabolisme van insuline 
Endogeen geproduceerde en gesecerneerde insuline ontmoet als eerste 
orgaan de lever, die 30-50% van de passerende insuline wegvangt en degra-
deert. Daarmee is de lever het belangrijkste orgaan in het metabolisme van 
insuline, gevolgd door de nieren. Na parenterale toediening van (radioactief 
gemerkte) insuline bij ratten blijkt zelfs, dat de nieren in sterkere mate 
insuline uit de circulatie verwijderen (Elgee et al 1954). In dit opzicht spelen 
spieren, vetweefsel, darmen, milt, longen, ovaría en leucocyten een minder 
grote rol en in de overige organen wordt insuline in slechts zeer geringe 
hoeveelheden teruggevonden. 
Insuline verdwijnt zeer snel uit de circulatie, met een halfwaardetijd van ± 
5 minuten (Cathelineau et al 1970; Giron et al 1973). Na intraveneuze 
injectie blijkt insuline in de lever zich diffuus te verdelen; in de nier wordt 
insuline teruggevonden voornamelijk in de proximale tubuli. Door de kleine 
molecuulgrootte kan de glomerulus gemakkelijk worden gepasseerd, waarna 
± 98% in de proximale tubuli wordt geresorbeerd. Hiervan keert ± 40% 
terug in de circulatie, terwijl de rest in de tubuli wordt gedegradeerd. Vanuit 
het peritubulaire capillaire netwerk kan insuline eveneens in de proximale 
tubuluscellen worden opgenomen voor degradatie (Rubenstein en Spitz 
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1968). De klaring van insuline door de nier is constant en verandert nauwe-
lijks bij een brede range van insulincconcentraties, hetgeen wijst op een 
grote terugresorptie- en degradatiecapaciteit van de proximale tubuli (Rab-
kin et al, 1973). Er zijn geen overtuigende aanwijzingen, dat het metabolisme 
van insuline in de nier verschilt tussen gezonde mensen en patiënten met 
behandelde diabetes mellitus of tussen labiele en stabiele diabeten. Welis-
waar vonden Malone en Root (1976) bij „slecht" ingestelde diabetische 
kinderen (d.w.z. met een glucosurie groter dan 25 g per 24 uur) een grotere 
uitscheiding van insuline in de urine dan bij goed ingestelde kinderen, 
hetgeen zou kunnen berusten op een tubulusdefcct; maar andere verklarin-
gen zijn even goed mogelijk b.v. verschillen in insulineconcentratie of in 
concentratie van antilichamen tegen insuline. Insulinebindende antilichamen 
kunnen niet alleen de kinetiek van insuline beïnvloeden, maar ook het 
metabolisme: niet gedissocieerde insuline-antilichaamcomplexen worden 
waarschijnlijk in de cellen van het reticulo-endotheliale systeem opgenomen, 
waar zij worden gedegradeerd (Berson en Yalow 1964). Later zal uitvoerig 
op de betekenis van insulinebindende antilichamen worden ingegaan. 
Het mechanisme van insulinedegradatie is nog verre van opgehelderd. 
Door Mirsky en Broh-Kahn (1949) werd voor het eerst de term insulinase 
ingevoerd voor insulinedegraderende activiteit die in de lever en in andere 
weefsels werd aangetoond. Daarbij bleek toen al, dat insulinase uit verschil-
lende componenten bestond. Het is waarschijnlijk gemaakt, dat een enzym, 
gekarakteriseerd als gluthation-insulinc-transferase, een belangrijke rol 
speelt bij de afbraak van insuline. Dit enzym is geïsoleerd uit lever- en 
nierweefsel en uit andere organen en veroorzaakt een splijting van insuline in 
de A- en B-keten in aanwezigheid van gereduceerd gluthation of andere 
thiolen (Varandani 1974). Dit degradatiesysteem staat onder invloed van 
insuline zelf: het wordt geremd bij insulinedeficiëntie en geactiveerd door 
insulinetoediening (Uete et al 1976). Daarnaast kan insuline proteolytisch 
worden gedegradeerd door enzymen (proteasen), die zowel membraange-
bonden als intracellulair voorkomen (Hammond et al 1975, Fussganger et al 
1976). Hel is nog onbekend of diabetes, of een bepaalde vorm van diabetes 
(labiel of stabiel) gepaard kan gaan met stoornissen in de insuline-degrade-
rende systemen. 
De binding van insuline aan receptoren 
Insuline bindt zich aan specifieke receptoren gelokaliseerd op de celmem-
braan (Freychet et al 1971). Deze receptoren zijn heterogeen in capaciteit en 
affiniteit voor insuline (Olefsky en Chang 1979). Er zijn vele klinische 
syndromen bekend geworden, waarbij de interactie tussen insuline en recep-
toren is gestoord, waardoor insulincresistentie optreedt. Extreme insuline-
resistentie is beschreven bij patiënten met diabetes en acanthosis nigricans, 
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waarbij een primair defect in de insulmereceptor bestaat of waarbij antilicha-
men tegen de receptor circuleren (Kahn et al 1976). 
De even zeld/ame congenitale gegeneraliseerde hpodystrofie (lipoatrofi-
sche diabetes) gaat eveneens gepaard met insuhneresistentie, waarbij het 
aantal receptoren per cel is afgenomen (Oseid et al 1977) Insuhneresistentie 
bij ataxia teleangiectasia gaat gepaard met een sterk afgenomen affiniteit van 
insuline voor zijn receptoren (Bar et al 1978). Ook bij vetzucht bestaat 
insuhneresistentie en een afgenomen binding van insuline met de receptor 
(Soll et al 1975). In feite is bekend geworden, dat hyperinsuhncmie in het 
algemeen leidt tot een afgenomen binding van insuline met de receptor 
(Ginsberg et al 1975; Kimmerling et al 1976; Olefsky en Rcaven 1977, Soman 
en DeFronzo 1980), hetgeen wijst op een direct regulerend effect van 
insuline op de eigen receptoren Insuhneresistentie, die deels berust op een 
afgenomen receptorbinding, is ook een karakteristiek gebleken van type 2 
diabetes, hoewel tevens post-receptor defecten aanwezig kunnen zijn en zelfs 
kunnen predomineren (Olefsky 1981) 
Bij behandelde type 1 diabeten bestaat geen perifere insuhneresistentie, 
gemeten middels plasmaglucoseconcentraties tijdens continue infusie van 
glucose en insuline en tijdens farmacologische suppressie van de endogene 
insuhneproductie (Ginsberg 1977) De binding van insuline aan receptoren 
op monocyten is bij goed ingestelde diabeten eveneens normaal Bij onbe-
handelde of onvoldoende behandelde type 1 diabeten kan - met dezelfde 
„glucoseclamp" techniek - wel perifere insuhneresistentie worden aange-
toond, die vrijwel normaliseert na behandeling met insuline (Ginsberg 1977). 
Echter, uit de studie van Davidson en Kaplan (1977) blijkt, dat bij honden 
met ernstige alloxan-diabetes juist een toegenomen binding van insuline aan 
levercelmembranen bestaat, die na behandeling met insuline normaliseert 
De gevonden insuhneresistentie in het onderzoek van Ginsberg zou dus op 
andere factoren moeten berusten b.v. op een verhoogde concentratie van 
contraregulerende hormonen als b.v. Cortisol en glucagon en op een ver-
hoogde FFA-concentratie 
Deze gegevens kunnen er op wijzen, dat labiele diabetes met zijn grillige 
en ernstig verlopende ontregelingen gepaard kan gaan met stoornissen in de 
msulmegevoehgheid, die echter eerder als gevolg dan als oorzaak van de 
labiliteit zouden kunnen ontstaan Deze conclusie is bij het ontbreken in de 
literatuur van directe argumenten nogal hypothetisch 
Het optreden van hypoglycaemieen en het effect van contraregulerende hormo-
nen tijdens en na hypoglycaemie. 
De sterke neiging tot het optreden van hypoglycaemieen is één van de 
typische kenmerken van labiele diabetes, terwijl bij stabiele diabetes hypo-
glycaemieen vrijwel nooit manifest worden Somogyi (1959) heeft gesteld, 
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dat hypoglycaemieen niet alleen als verschiinsel, maar als oorzaak van labiele 
diabetes moeten worden beschouwd De hypothese, berustend op waarne-
mingen bij patiënten, is, dat tijdens een hvpoglycaemie contraregulerende 
hormonen in zodanige mate worden gemobiliseerd, dat een erop volgende 
hyperglycaemie het gevolg is „hypoglycemia begets hyperglycemia" Onwe-
tend van de hypoglycaemie kan het constateren van de hyperglycaemie dan 
gemakkelijk leiden tot een verhoging van de insulinedosenng, waardoor 
opnieuw hypoglycaemieen ontstaan, gevolgd door rebound-hvperglycaemi-
een Deze theorie is bekend geworden onder de naam Somogyi-effect, en tot 
op heden bestaat controverse over de vraag of dit effect inderdaad bestaat 
(Asplin et al 1980, Gale et al 1980) Daarbij gaat het m principe om de vraag 
of de hormonale veranderingen, die tijdens een hypoglycaemie optreden, bij 
diabeten inderdaad kunnen leiden tot hyperglycaemie 
Dat tijdens hypoglycaemie verhoogde plasmaconcentraties van adrenaline, 
noradrenaline, groeihormoon, ACTH. Cortisol en glucagon, gepaard gaande 
met activering van het sympathische zenuwstelsel, kunnen ontstaan, is uit 
vele studies vast komen te staan Men heeft zich tevens afgevraagd of deze 
contraregulerende hormonale veranderingen niet reeds kunnen optreden 
tijdens een daling van de plasmaglucoseconcentratie, nog voordat een hypo-
glycaemische waarde wordt bereikt Zo onderzochten DeFronzo et al (1977) 
5 normale proefpersonen, bij wie met hypertoon glucose een hyperglycaemie 
was veroorzaakt Na het stoppen van de glucose-infusie trad een snelle daling 
op van het bloedsuikergehalte, maar zolang geen hypoglycaemische waarden 
werden bereikt kon geen stijging worden gemeten in de concentraties van 
glucagon, groeihormoon, Cortisol of catecholaminen Bij diabeten echter 
konden Sonksen et al (1972) vaststellen, dat groeihormoon- en ACTH-
secretie al optraden, zodra bij de matig tot slecht ingestelde patiënten 
insuline intraveneus werd toegediend (andere contraregulerende hormonen 
werden niet gemeten) 
Lilavivathana et al (1977) onderzochten 8 eveneens insuline-afhankehjke 
diabeten tijdens hyperglycaemie Intraveneuze infusie van insuline veroor-
zaakte een snelle daling van de bloedsuikerconcentratie, tijdens welke de 
concentratie van adrenaline en groeihormoon onveranderd bleef en die van 
glucagon afnam br trad echter - zonder dat een hypoglycaemie werd bereikt 
- een significante stijging op in de concentratie van noradrenaline en Cortisol, 
overigens zonder subjectieve symptomen Wel trad een daling op van de 
diastolische bloeddruk en een stijging in de polsfrequentie De gedachte was 
voorlopig, dat deze effecten niet werden veroorzaakt door een dalend 
bloedsuikergehalte maar door insuline zelf, via b ν een daling van het 
plasmavolume, een bekend effect van insuline (Gundersen en Chnstensen 
1977) Maar de bijzonder zorgvuldige studie van Santiago et al (1980) wijst 
toch in een andere richting In dit onderzoek werd bij zowel insuhne-
afhankehjke diabeten als bij normale proefpersonen middels computer­
gestuurde infusie van glucose en insuline (Biostator) de bloedsuikerconcen-
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tratie gevarieerd en op een bepaald niveau gehandhaafd. Daarbij bleek een 
snelle verandering in glucoseconcentratie van 95 mg/100 ml naar 60 mg/100 
ml binnen 40 minuten gevolgd te worden door significante stijgingen van de 
adrenaline-, noradrenaline-, Cortisol- en - iets later - ook van de groeihor-
moonconcentratie. Bij een wijziging in de bloedsuikerconcentratie van 200 
naar 100 mg% traden met uitzondering van Cortisol dezelfde effecten in 
mindere mate op. De glucagonconcentratie steeg alleen bij de normale 
proefpersonen, de overige effecten waren bij diabeten en niet-diabeten even 
groot. Daling van de glucoseconcentratie in de fysiologische range ging dus 
gepaard met aanzienlijke veranderingen in contraregulerende hormooncon-
centraties, welke veranderingen in mindere mate eveneens optraden bij 
relatief snellere en grotere bloedsuikerdalingen. Een absolute glucosedrem-
pel voor activering van deze hormonen leek dus niet te bestaan en de 
snelheid van daling of de absolute afname van de glucoseconcentratie bleken 
niet bepalend te zijn voor de grootte van de respons; eerder leek deze te 
worden bepaald door de hoogte van de eenmaal bereikte glucoseconcentra-
tie. Tot ongeveer dezelfde bevindingen bij zowel diabcten als niet-diabeten 
kwamen ook Sacca et al (1979) en DeFronzo et al (1980). Zowel Santiago et 
al (1980) als DeFronzo et al (1980) beschreven ieder een patiënt, die tijdens 
bloedsuikerdaling typische symptomen van hypoglycaemie kreeg bij bloed-
suikerwaarden van resp. 140 en 149 mg%: een relatieve hypoglycaemie. 
Er zijn dus sterke aanwijzingen, dat bij een daling van de glucoseconcen-
tratie de secretie van contraregulerende hormonen kan worden gestimuleerd 
nog voordat een hypoglycaemie wordt bereikt. De fysiologische betekenis 
ervan is niet duidelijk, zoals het exacte mechanisme van contraregulering 
tijdens hypoglycamie nog niet geheel is opgehelderd. Toch zijn er in de 
literatuur genoeg argumenten te vinden om conclusies te kunnen trekken 
omtrent het Somogyi-effect. Daartoe zullen in het kort de bekende effecten 
van contraregulerende hormonen worden besproken. 
Groeihormoon (GH) 
Een hyperglycaemisch effect van GH is waarschijnlijk voor het eerst 
aangetoond in 1930, toen Houssay en Biasotti (1930) vonden, dat bij diabeti-
sche honden een hypophysectomie een gunstige invloed had op de ernst van 
de diabetes. GH werkt hyperglycaemisch omdat o.a. de glucose-utilisatie 
wordt geremd (Luft en Cerasi 1968). Omdat tegelijkertijd de insulinesecretie 
wordt gestimuleerd, wordt het hyperglycaemische effect pas ontmaskerd bij 
absolute of relatieve insulinedcficièntie. Luft en Cerasi menen dan ook, dat 
GH geen primaire diabetogene factor is. Dit kan eveneens geconcludeerd 
worden uit het onderzoek van Metcalfe et al (1981). Deze onderzoekers 
konden bij normale proefpersonen aantonen, dat een gedurende enige uren 
volgehouden hoge GH-concentratie wel leidde tot hyperinsulincmie, maar 
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niet tot een verhoogde glucoseconcentratie in het bloed. Pas toen de insuline-
secretie door middel van somatostatine werd gesupprimeerd ontstond 
hyperglycaemic. Niettemin bleek in dezelfde studie, dat langdurig (24 uur) 
volgehouden hoge GH-concentraties toch een lichte verhoging van de nuch-
tere glucoseconcentratie veroorzaakten ondanks de hyperinsulinemie. Maar 
ook dit effect was veel sterker uitgesproken tijdens somatostatinetoediening. 
Een duidelijk hyperglycaemisch effect van GH ontstaat dus pas bij insuli-
nedeficiëntie. Insuline-afhankelijke diabeten vertonen hogere gemiddelde 
plasma GH-concentraties gedurende de 24 uur dan niet-diabeten (Johansen 
en Hansen 1971, Alberti et al 1975); zij hebben bovendien frequentere en 
hogere GH-pieken, die niet alléén samenhangen met hypoglycaemie, slaap of 
lichamelijke inspanning (Hansen en Johansen 1970, Hansen 1970, 1971). Er 
is echter wel een samenhang tussen hypersecretie van GH en de instelling 
van de diabetes, waarbij gebleken is, dat een goede instelling de abnormale 
GH-respons kan normaliseren (Hansen 1971, Vigneri et al 1976, Merimee et 
al 1979). 
Gezien de primaire rol van insuline valt niet te verwachten, dat 1 à 2 uur 
gedurende GH-pieken tijdens hypoglycaemie een hyperglycaemic veroorza-
ken: zolang er voldoende insuline is, gebeurt er immers niets. Fatourechi et 
al (1969) konden dan ook bij insuline-afhankelijke diabeten na een hypogly-
caemie geen hyperglycaemisch effect van GH-pieken vinden. Ook Oleesky 
et al (1974) namen waar, dat de GH-respons tijdens hypoglycaemie niet 
bepalend was voor het beloop van het bloedsuikergehalte: soms ontstond een 
hyperglycaemic, soms ook niet. 
Cortisol 
Hypoglycaemie is een stimulans voor de secretie van ACTH, die na 15 à 45 
minuten gevolgd wordt door significante stijgingen in de plasmacortisolcon-
centratie (Landon et al 1963; Donald 1971). Het betrekkelijk laat op gang 
komen van de cortisolsecretie wijst erop, dat de rol van Cortisol bij de acute 
contraregulatie van de hypoglycaemie niet de belangrijkste is. Het onder-
zoek van Gerich et al (1980) wijst in dezelfde richting: bij patiënten na 
adrenalectomie was het beloop van de bloedsuikerconcentratic in aansluiting 
aan een door insuline geïnduceerde hypoglycaemie hetzelfde als bij normale 
proefpersonen. 
Wanneer bij normale proefpersonen het bloedsuikergehalte na de hypo-
glycaemie weer is genormaliseerd, is ook de ACTH-secretie weer normaal 
(Donald 1971). De plasmacortisolconcentratie is dan nog verhoogd. Hoe 
lang deze verhoogd blijft valt uit de literatuurgegevens niet af te leiden: 
vrijwel alle studies vervolgden de onderzochte patiënten niet langer dan 2 
uur na de hypoglycaemie. Theoretisch zou het mogelijk zijn, dat de dan nog 
verhoogde cortisolconcentraties hyperglycaemic veroorzaken via stimulering 
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van gluconeogenese en/of door remming van de glucose-utilisatie (Gerich et 
al 1980). Uit studies bij normale proefpersonen en bij insuline-afhankelijke 
diabeten is gebleken, dat verhoogde cortisolconcentraties gedurende ten 
minste 120 minuten aanwezig moeten blijven voor een hyperglycaemisch 
effect (Mischke et al, 1974), dat bij diabeten mogelijk sterker is dan bij 
normale proefpersonen. Dit volgt althans uit het onderzoek van Shamoon et 
al (1980), waarin bij diabeten en bij niet-diabetcn een ± 3x verhoogde 
plasmacortisolconcentratie werd teweeg gebracht door een continue infusie 
van Cortisol. Terwijl de glucoseconcentratie middels intraveneuze insuline-
toediening bij de aanvang van de cortisoltoediening niet verschilde van die 
bij de normale proefpersonen, bleek de hypercortisolaemie bij de diabeten 
een veel grotere en snellere stijging in de plasma glucoseconcentratie te 
veroorzaken. Dit effect bleek te berusten op stimulering van de glucosepro-
ductie. 
Speculatief zou gesteld kunnen worden, dat de cortisolrespons, zoals die 
ten gevolge van een hypoglycaemie optreedt, bij diabeten tot een hypergly-
caemie kan leiden, als op dat moment onvoldoende insuline aanwezig is om 
de glucoseproductie te remmen. Dit wijst wederom op de primaire rol van 
insuline. Het onderzoek van Gale et al (1980) steunt deze stelling. Deze 
onderzoekers konden bij 15 diabeten, die een hypoglycaemie tijdens de 
nacht doormaakten, vaststellen, dat onafhankelijk van de cortisolrespons 
alleen dan een hyperglycaemie in aansluiting aan de hypoglycaemie ontstond 
wanneer de vrije insulineconcentratie laag was (< 20 μΕ/ml). 
Catecholaminen 
Tijdens hypoglycaemie kan een meer dan 10-voudige stijging optreden in 
de plasma-adrenalineconcentratie en een geringere toename in de noradre-
nalineconcentratie (Garber et al 1976). Dit suggereert een belangrijke rol 
van deze hormonen in het mechanisme van de contraregulatic van het 
bloedsuikergehalte. Het feit, dat beide hormonale reacties voorafgaan aan of 
samenvallen met de toename van de glucoseproductie, wijst in dezelfde 
richting (Garber et al 1976). Gebleken is echter, dat bilaterale adrcnalecto-
mie, volledige sympathectomie, gecombineerde α- en ß-adrenergische blok-
kade of ß-blokkade alléén het beloop van het bloedsuikergehalte na hypo-
glycaemie bij niet-diabeten niet of nauwelijks beïnvloeden (Ginsberg en 
Patan 1956, Ensinck et al 1976, Palmer et al 1976, Cryer et al 1978, Gerich et 
al 1979, Clarke et al 1979, Rizza et al 1979). Catecholaminen zijn dus niet 
essentieel bij het normaliseren van het bloedsuikergehalte, althans bij niet-
diabeten. 
Er is merkwaardig weinig onderzoek verricht over de rol van catecholami-
nen in de contraregulatie bij diabeten. Vast is komen te staan, dat het herstel 
van het bloedsuikergehalte na hypoglycaemie bij insuline-afhankelijke dia-
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beten is vertraagd (Gerich et al 1973, Benson et al 1977, Viberti et al 1980), 
maar de catecholaminenreactie is waarschijnlijk even groot als bij niet-
diabetcn. Zo vonden Benson et al (1977) geen significant verschil in de 
catecholaminenexcretie. Farmacologische ß-blokkade bleek in de studie van 
Lager et al (1980) het herstel van het bloedsuikergehalte verder te vertragen, 
maar Viberti et al (1979) vond geen effect van verschillende ß-blokkerende 
middelen. Ook bij diabeten lijken catecholaminen niet essentieel te zijn bij 
de acute contraregulatic. Over eventuele latere effecten is niets bekend. 
Uit de hierboven aangehaalde studies valt af te leiden, dat de catecholami-
nenconcentratie in het plasma bij herstel van de hypoglycaemie vrijwel is 
genormaliseerd. Het lijkt dus niet waarschijnlijk, dat de catecholaminen-
respons tijdens hypoglycaemie bijdraagt tot een eventueel later optredende 
hyperglycaemie. Wel blijkt uit het onderzoek van Shamoon et al (1980), dat 
het hyperglycaemische effect van adrenaline versterkt is bij diabeten, verge-
leken met dat bij niet-diabeten. Evenals dat voor Cortisol gold, veroorzaakte 
infusie van adrenaline bij diabeten een sterkere stijging van de aanvankelijk 
normale plasma-glucose concentratie. Het verschil in effect van adrenaline in 
deze "studie zou echter goed verklaard kunnen worden uit verschillen in 
insulineconcentratie tussen de diabeten en niet-diabeten. 
Vooralsnog ontbreken harde argumenten, waaruit blijkt of waarschijnlijk 
wordt, dat de catecholaminen-secretie tijdens hypoglycaemie bij diabetcn 
provoceert tot hyperglycaemie. 
Glucagon 
Bij niet-diabeten is de stimulatie van de glucagonsecretie tijdens hypogly-
caemie, evenals die van de catecholaminen, een vroeg optredende reactie, 
die voorafgaat aan de toegenomen secretie van groeihormoon en Cortisol 
(Gerich et al 1974) en samengaat met de toename van de glucoseproductie 
(Rizza et al 1979). Bij het bereiken van de normale plasmaglucoseconcentra-
tie is ook de glucagonconcentratie weer genormaliseerd. 
De belangrijke rol van glucagon in de acute contraregulatie blijkt uit een 
reeks publicaties (Ensinck et al 1976, Rizza et al 1979, Gerich et al 1979, 
Clarke et al 1979, Gerich et al 1980). Zo veroorzaakte een geïsoleerde 
glucagondeficiëntie, bij niet-diabeten te weeg gebracht door gelijktijdige 
infusie van somatostatine en groeihormoon, een ernstiger hypoglycaemie na 
injectie van insuline, die trager herstelde. Dit effect kon verklaard worden 
door suppressie van de glucoseproductie. In deze proefopstelling was de 
respons van Cortisol en noradrenaline even groot als tijdens hypoglycaemie 
zonder glucagondeficiëntie, maar de toename van de adrenaline-concentratie 
was groter. Dat hierdoor het effect van glucagondeficiëntie nog enigszins 
werd gecompenseerd, bleek uit dezelfde experimenten bij patiënten na 
adrenalectomie: bij hen bleek, dat tijdens glucagondeficiëntie het bloedsui-
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kergehalte na hypoglycaemie geen neiging tot stijging meer vertoonde, 
terwijl zonder glucagondeficiëntie het beloop van het bloedsuikergehalte niet 
verschilde van dat bij normale proefpersonen. 
Hieruit kan geconcludeerd worden, dat glucagon een primaire rol vervult 
in de acute contraregulatie, hoewel de effecten van glucagondeficiëntie 
gedeeltelijk kunnen worden opgevangen door een gestimuleerde adrenaline-
secretie. 
Bij insuline-afhankelijke diabeten is de glucagonrespons tijdens hypogly-
caemie verminderd, hetgeen gepaard gaat met een trager herstel van het 
bloedsuikergehalte. Deze bevinding van Gerich et al (1973) bevestigd door 
o.a. Benson et al (1977), Reynolds et al (1977) en Shima et al (1977), wijst 
eveneens op een essentiële rol van glucagon in de contraregulering van het 
bloedsuikergehalte na hypoglycaemie, ook bij diabeten. Zowel de vermin-
derde glucagonrespons als het trager herstellende bloedsuikergehalte zijn 
onafhankelijk van een al dan niet aanwezige autonome neuropathie (Hilsted 
et al 1980, Drost et al 1980). De glucagonrespons tijdens hypoglycaemie 
komt dus zeker niet in aanmerking om een eventuele rebound-hyperglycae-
mie te verklaren. Zoals uit het reeds eerder aangehaalde onderzoek van Gale 
et al (1980) bleek, kon het optreden hiervan volledig worden verklaard uit de 
aanwezige insulinedeficiëntie. 
Beschouwing en vraagstelling 
Samenvattend is het onwaarschijnlijk, dat stimulering tijdens hypoglycae-
mie van de secretie van contraregulerende hormonen als groeihormoon, 
Cortisol, catecholaminen en glucagon bij insuline-afhankelijke diabeten 
hyperglycaemie veroorzaakt. In deze zin schijnt Somogyi ongelijk te krijgen 
en is het primair de insulineconcentratie, die de hoogte van het bloedsuiker-
gehalte bepaalt. De klinische waarnemingen van Chester et al (1960) konden 
trouwens de stelling van Somogyi al niet steunen: bij diabeten, bij wie een 
hypoglycaemie ontstond door verhoging van de insuline-dosis, konden tot 36 
uur daarna geen hogere bloedsuikerconcentraties worden vastgesteld verge-
leken met controle-dagen zonder hypoglycaemie. Niettemin heeft Somogyi 
in zoverre gelijk, dat hypoglycaemieën bij insuline-afhankelijke diabeten 
inderdaad een oorzaak kunnen zijn van labiliteit; hyperglycaemie kan volgen 
op hypoglycaemie door factoren als overmatige voedselinname ter bestrij-
ding van hypoglycaemische symptomen of emoties, zoals angst en onzeker-
heid. Anderzijds bestaat er de veel gehoorde klinische ervaring, dat verlagen 
van de insulinedosering niet alleen nachtelijke hypoglycaemieën kan doen 
verdwijnen, maar tevens de hyperglycaemie in de ochtend doet verminderen. 
Het is moeilijk te verklaren. Factoren als verhoogde lipolyse tijdens hypogly-
caemie, waardoor de utilisatie van glycose wordt geremd en de gluconeoge-
nese wordt bevorderd, verhoging van de gevoeligheid van de lever voor 
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stress-hormonen, en de aanwijzingen (Sacca et al 1978, Liljenquist et al 
1979), dat de glucoseproductie een omgekeerde functie is van de plasmaglu-
coseconcentratie (onafhankelijk van hormoon readies) zijn nog onvol-
doende onderzocht, maar kunnen wel degelijk hierbij een rol spelen. Het is 
te hopen, dat in de komende jaren het inzicht in het contrareguleringsmecha-
nisme speciaal bij diabeten wordt verdiept. 
Bij de aanvang van de studie bood geen van de tot dan toe genoemde 
mogelijke oorzaken op grond van toen bekende literatuurgegevens vol-
doende perspectief voor nader onderzoek. Er waren toen echter drie andere 
actuele onderwerpen, die ieder voor zich heel goed in aanmerking konden 
komen om verschillen in behandelbaarheid te verklaren. 
Het eerste betrof insulinebindende antilkhamen, die bij iedere insuline-
afhankelijke diabeet bleken te ontstaan, en die vooral door Dixon et al 
(1972) in verband waren gebracht met de behandelbaarheid. Dixon meende 
een gunstige rol van deze antilichamen op de behandelbaarheid te hebben 
aangetoond. Juist in die tijd kwamen insulinepreparaten ter beschikking, die 
een verminderde antigene werking beoogden. Het was daarom van belang 
om te onderzoeken of de resultaten van Dixon al dan niet bevestigd konden 
worden. Een verdere mogelijke oorzaak voor metabole instabiliteit of stabili-
teit ontstond uit nieuwe inzichten betreffende de endogene insulinesecretie. 
Bekend werd, dat insuline ontstaat door splitsing van proinsuline in insuline 
en C-peptide. Uit metingen van C-peptide werd duidelijk, dat lang niet 
iedere insuline-afhankelijke diabetes gepaard ging met volledige insulinede-
ficiëntie. Het bestaan van een nog resterende beta-cel functie zou ons inziens 
de behandelbaarheid van type 1 diabeten kunnen vergemakkelijken. Ten-
slotte kwam een stroom van publicaties op gang betreffende de betekenis van 
glucagon, het belangrijkste hormoon met tegengestelde effecten aan die van 
insuline. Het secretiepatroon van glucagon bleek bij diabeten sterk af te 
wijken van normaal en het leek van belang om de betekenis van glucagon 
voor de behandelbaarheid van diabetespatiënten nader te onderzoeken. 
Deze drie factoren dienden als uitgangspunt voor deze dissertatie. De 
theoretische achtergronden zullen in de volgende drie hoofdstukken daarom 
uitvoerig aan de orde komen. 
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HOOFDSTUK li 
RESTE-RENDE INSULINEPRODUCTIE BIJ DIABETES 
LITERATUUROVERZICHT 
1. DE SPLITSING VAN PROINSULINE 
In 1959 werd door Sanger de structuur van insuline opgehelderd, waaruit 
bleek, dat het insulinemolecule bestond uit 2 polypeptide-ketens, die op twee 
plaatsen door disulfidebruggen met elkaar waren verbonden. Steiner et al 
hebben in 1967 het bewijs geleverd, dat de biosynthese van insuline verloopt 
via de vorming van de precursor proinsuline, die uit één aaneengesloten 
polypeptideketcn bestaat. Met de opheldering van primaire structuur van 
varkens-proinsuline door Chance et al (1968) werd duidelijk, dat hierbij de 
A- en B-kctcn van insuline verbonden worden door een additionele polypep-
tideketcn van 33 aminozuren, door Chance het connecting peptide (C-
peptide) genoemd, (fig. Π-1) Kort daarna werd ook de primaire structuur 
van proinsuline van andere soorten bekend. Daarbij bleken e r - in tegenstel­
ling tot de A- en B-ketens - aanzienlijke soorlverschillen te bestaan in de C-
peptiden, zowel wat betreft lengte van de keten als aminozuursamenstelling. 
Zo bestaat menselijk C-peptide uit 31 en runder C-peptide uit 26 aminozu­
ren, terwijl de verschillen in aminozuursamenstelling tussen C-peptide van 
mens, varken en rund 30 à 50% bedragen (Oyer et al 1971). Proinsuline, dat 
zelf ook weer uit een groter molecule, preproinsuline, ontstaat (Steiner 
1977), wordt na sequestratie in het endoplasmatisch reticulum vervoerd naar 
het Golgi apparaat, waarna het wordt verpakt in secretoire granula. Hier 
vindt onder invloed van proteolytische enzymen de splitsing plaats in insuline 
en C-peptide. Uit één molecuul proinsuline ontstaat aldus één molecuul 
insuline en één molecuul C-peptide, dat aan beide uiteinden twee aminozu-
ren van het oorspronkelijke connecting peptide mist: deze worden eveneens 
afgesplitst. De splitsing van proinsuline - met een T/: van ± 1 uur - gaat 
enige uren door, totdat proinsulinc na ± 5 uur met Zinkionen kristalliseert, 
waardoor een volledige splitsing uitblijft. Hierdoor wordt verklaard, waarom 
de secretie van insuline gepaard gaat met de uitscheiding van een geringe 
hoeveelheid proinsuline. Daarnaast zijn uit pancreasweefsel, insulineprepa-
raten en plasma zowel intermediaire vormen van proinsuline (waarbij proin-
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Figuur II·] De structuur van varkens-proinsuline (Chance et al 1968) 
suline slechts op één plaats is gesplitst) als ook proinsuline-fragmenten 
geïsoleerd, zij het in uiterst kleine hoeveelheden (Steiner et al 1968 en 1971, 
de Haën et al 1978). Proinsuline is dus heterogeen in samenstelling, reden, 
waarom de term proinsulin-like components (PLC) wordt gebruikt. Hier 
wordt voortaan uitsluitend de naam proinsuhne gebruikt. 
2. PROINSULINESCCRETIE 
Proinsuline kan in een immunoassay worden bepaald met een specifiek 
antiserum of met behulp van antiserum tegen insuline, mits insuline tevoren 
van proinsuline wordt gescheiden b.v. door gelfiltratie. De hoeveelheid 
proinsuline kan in absolute getallen worden uitgedrukt of als percentage van 
de totale insuline-achtige immunoreactiviteit (IRI). In de pancreas zelf is 
minder dan 7% van IRI proinsuline (Rubenstein et al 1970, Lockwood en 
Misbin 1972). 
In het portale bloed van 6 niet-diabeten (nuchter) vonden Horwitz et al 
(1975) gemiddeld 6%. Na B-cel stimulatie daalde dit percentage tot 2,5, 
tengevolge van een relatief grotere insuline-secretie. In het perifere bloed is 
het percentage proinsuline hoger dan 6 op grond van verschillen in metabo-
lisme tussen proinsuline en insuline (Starr en Rubenstein 1974). Bij normale 
proefpersonen en ook bij insuline-onafhankelijke type 2 diabeten bedraagt 
proinsuline nooit meer dan 15 tot 20% van de totale IRI (Goldsmith et al 
1969, Gordon et al 1971, Gutman et al 1971). B-cel stimulatie met glucose 
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(oraal of intraveneus), arginine of tolbutamide leidt tot een stijging van de 
absolute concentratie proinsuline, maar ten opzichte van insuline tot een 
daling van de relatieve concentratie (Horwitz et al 1975, Kühl 1976, Gabbay 
et al 1976). 
Proinsulinesecretie bij insuline-afhankelijke diabeten 
Onderzoek naar proinsuline in het serum van insuline-afhankelijke diabe-
ten werd voor het eerst verricht door Block et al (1972). Hij gebruikte 
daartoe een C-peptidc immunoassay, waarmee niet alleen C-peptide, maar 
ook proinsuline werd gemeten. Daarom werd de term C-peptidc immunore-
activity (CPR) gebruikt. Menselijk C-peptide, geïsoleerd uit de pancreas, 
werd gebruikt voor tracer en standaarden en voor het verkrijgen van 
antiserum. Met deze - vrij ongevoelige - immunoassay werden in de nuch-
tere sera van 17 insuline-afhankelijke diabeten CPR-concentratics gemeten, 
die hoger waren dan bij normale proefpersonen: 2.7 ± Ü.7 ng/ml tegen 1.3 
± 0.3 ng/ml (gemiddeld ± SEM). Het vermoeden, dat deze hoge CPR bij 
de diabeten voor een groot deel berustte op proinsuline, gebonden aan 
insulinebindende antilichamen, werd bevestigd door de volgende waarne-
mingen: 
a) Bij gelfiltratie van serum, dat geïncubeerd was met 125I-proinsuline, werd 
de tracer gedeeltelijk teruggevonden in het voidvolume: deze was dus 
gebonden aan hoog-moleculaire stoffen. 
b) Wanneer aan dit serum tevens insuline was toegevoegd, dan werd de 
tracer na gelfiltratie voornamelijk in de proinsuline-fractie terugge-
vonden. 
c) Ook wanneer de sera tevoren op een lage pH waren gebracht (waarbij 
antilichamcn dissociëren) verscheen de tracer in de proinsuline-fractie en 
niet langer in het void volume. 
d) 125I-proinsuline in diabeten-serum bleek tijdens electroforese te migreren 
met de serumeiwitten; daarbij kon worden aangetoond, dat de tracer was 
gebonden aan gammaglobulinen. 
e) ^I-C-peptide bleek zich op geen enkele wijze met plasmabestanddelen te 
binden. 
Uit deze onderzoekingen kon worden geconcludeerd, dat endogeen proin-
suline wordt gebonden door insulinebindende antilichamcn, die door de 
insulinetherapie zijn ontstaan, waardoor de verdwijningssnelheid van proin-
suline wordt vertraagd. 
Insulinetherapie kan bovendien leiden tot de productie van een ander type 
antilichamen. Insulinepreparaten kunnen kleine hoeveelheden proinsuline 
bevatten. Daardoor kunnen voor proinsuline specifieke antilichamen ont-
staan, die gericht zijn tegen het C-peptide gedeelte van het heterologe 
proinsuline. Insuline (exogeen of endogeen) en endogeen proinsuline (of C-
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peptide) reageren niet met deze antilichamen, omdat runder- en varkens C-
pcptide sterk verschilt van humaan C-peptide. Bij 25 insuline-afhankelijke 
diabeten werden in 80% van de onderzochte sera inderdaad deze antilicha-
men aangetoond (Kumar en Miller 1976). Deze sera, waaruit de insulinebin-
dende antilichamen waren verwijderd, bleken wel in staat te zijn runder-123!-
proinsuline te binden. 
Heding (1975) heeft deze onderzoekingen bevestigd en uitgebreid met 
behulp van een gevoelige en specifieke immunoassay voor proinsuline van 
mens, varken en rund. Allereerst bleek, dat onbehandelde insuline-afhanke-
lijke diabeten op een orale glucosebelasting, niet alleen reageren met een 
toename van de absolute concentratie proinsuline, maar ook met een toe-
name van de relatieve concentratie ten opzichte van de totale IRI, nl. van 16 
naar 31%. Deze patiënten reageren tijdens B-cel stimulatie dus met een 
grotere secretie van proinsuline dan van insuline. In de sera van behandelde 
insuline-afhankelijke diabeten vond Heding (1977) relatief zeer hoge concen-
traties van menselijk proinsuline, nadat alle insuline- en proinsulinebindende 
antilichamen waren gedissocieerd bij een lage pH. Ten opzichte van de totale 
IRI was deze concentratie zo hoog, dat het vermoeden rees, dat bij insuline-
afhankelijke diabeten de B-cellen voornamelijk en zelfs uitsluitend proinsu-
line kunnen blijven produceren. Heding (1978) bevestigde dit door een 
onderzoek bij 24-insuline-afhankelijke diabeten, behandeld gedurende 
gemiddeld (± SD) 15 ± 9 jaar met conventionele (niet monocomponent) 
insulinepreparaten (Lente, Rapitard, Monotard). In het nuchter afgenomen 
plasma was slechts bij 3 patiënten C-pcptide aantoonbaar, als teken van 
resterende endogene insulineproductie. Echter bij alle 24 patiënten kon 
endogeen proinsuline worden gemeten. Gemiddeld bedroeg deze 1.2 pmol/ 
ml (spreiding 0.10-9.4 pmol/ml). Bij 46 normale proefpersonen bedroeg de 
nuchtere proinsulineconcentratie gemiddeld 0.014 pmol/ml (spreiding 0-
0.036 pmol/ml). Dit betekent, dat bij afwezige of niet aantoonbare insuline-
secretie proinsuline geproduceerd kan blijven worden en gebonden kan 
worden door insulinebindende antilichamen. Bovendien bleken de sera van 
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23 patiënten runderproinsuline te bevatten en bij 8 patiënten werd varkcns-
proinsuline aangetoond. De totale proinsuline kon zelfs 64% van de totale 
IRI bedragen. Deze bevindingen zijn van groot belang voor de meting van C-
peptide in serum van insuline-afhankelijke diabeten, omdat in de C-peptide-
immunoassay proinsuline (vrij circulerend èn gebonden aan antilichamen 
tegen insuline) eveneens reageert met het C-pcptide-antiserum. Hierop 
wordt later in dit hoofdstuk teruggekomen. 
3. DE SECRETIE VAN C-PEPTIDE 
Gebleken is uit het onderzoek van Steiner et al (1971), dat C-peptide en 
insuline in equimolaire hoeveelheden uit de pancreas kunnen worden geïso-
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leerd. Bovendien konden Rubenstein et al (1969) aantonen, dat door geïso-
leerde eilandjes van ratten insuline en C-peptide in equimolaire hoeveelhe-
den werden uitgescheiden: radioactief leucine werd allereerst in proinsuline 
geïncorporeerd, waarna de label tegelijk verscheen in insuline en C-peptide, 
die vervolgens tegelijk in het incubatiemedium verschenen. 40% van de 
totale radioactiviteit bevond zich in de C-peptide-fractie en 60% in de 
insuline-fractie (C-peptide bevat 4 leucine residu's en insuline 6). Deze en 
andere bevindingen passen geheel in de visie, dat proinsuline wordt gesplitst 
in equimolaire hoeveelheden insuline en C-peptide, waarna C-peptide niet 
wordt afgebroken, maar tegelijk met insuline eveneens in equimolaire hoe-
veelheden wordt afgescheiden. 
Hoewel door Melani et al (1970) ook in het perifere bloed equimolaire 
concentraties van insuline en C-peptide werden gevonden, hebben andere 
onderzoekers dit nooit kunnen bevestigen: Horwitz et al (1975) vonden een 
molaire ratio C-peptide/insuline van 24 bij nuchtere normale proefpersonen. 
Heding en Mungaard Rasmussen (1975) vonden onder dezelfde omstandig-
heden een ratio van 7.7 en Beischer et al (1976) van 5.4. 
Na B-cel stimulatie intraveneus met glucose daalt deze ratio in het perifere 
bloed tot 4.7 à 8, en in de vena portac nadert deze nu dicht tot één: Horwitz 
et al (1975) vonden 1.07 en Kuzuya en Matsuda 1.16. Dit wijst erop, dat het 
metabolisme van insuline en van C-peptide verschilt. 
4. HET METABOLISME VAN C-PEPTIDE 
In tegenstelling tot insuline wordt C-peptide niet of in zeer geringe mate 
door de lever uit het portale bloed verwijderd; de geïsoleerde en geperfun-
deerde rattenlever bleek in het onderzoek van Stoll et al (1970) geen varkens 
C-peptide uit het perfusaat te verwijderen. Het feit, dat bij patiënten met 
levercirrose normale C-peptideconcentraties worden gevonden, óók wan-
neer de insulineconcentraties zijn verhoogd, wijst er eveneens op, dat de 
lever geen belangrijke rol speelt in het metabolisme van C-peptide (Johnston 
et al 1977). Toch is de lever wel tot enige extractie in staat, hetgeen moge 
blijken uit het onderzoek van Kühl et al (1978) bij varkens, waarbij de C-
peptide concentratie tegelijk in de V. portae èn V. hepática kon worden 
gemeten. Uit de verschillen in concentratie kon worden berekend, dat de 
lever ± 12% van de toegevoerde hoeveelheid C-peptide kan verwijderen. 
In ieder geval is dit veel geringer dan voor insuline, dat voor 50% werd 
geëxtraheerd. 
Over de verdwijningssnelheid van C-peptide is weinig onderzoek verricht. 
Horwitz et al (1973) vonden een TV: voor menselijk C-peptide van 11,1 min. 
terwijl deze voor insuline 4.8 min. bedroeg. Ook uit het onderzoek van Katz 
en Rubenstein (1973) blijkt, dat C-peptide langzamer dan insuline wordt 
gemetaboliseerd: de metabole klaring (gemeten met constante infustietech-
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niek) van runder C-peptide bij ratten bedroeg 4.6 ml/min: voor insuline 
bedroeg deze 16.4 ml/min. De metabole klaring van C-peptide is bij niet-
diabeten en diabeten hetzelfde (Faber et al 1978). 
De nier speelt de belangrijkste rol in de afbraak van C-peptide. Zilker et al 
(1977) vonden een significante negatieve correlatie tussen een brede range 
van kreatinineklaring of kreatinineconcentratie enerzijds en de nuchter C-
peptideconcentratie anderzijds, gemeten bij niet-diabeten. Regeur et al 
(1978) kwamen tot dezelfde bevindingen. Evenals voor proinsuline geldt, dat 
de opname van C-peptide in de tubuluscellen plaats vindt door terugresorptie 
van gefiltreerd C-peptide èn door directe opname uit het bloed; voor dit 
laatste pleit de bevinding, dat er nog sprake is van extractie door de nier, als 
de glomerulaire filtratie is opgeheven (Katz et al 1973). 
5. DE FUNCTIE VAN C-PEPTIDE 
Tijdens synthese en intracellulair transport van proinsuline bevordert C-
peptide de correcte oxydatie van de SH-groepen in het proinsulinemoleculc 
(Steiner 1978). Waarschijnlijk is dit niet de enige functie van C-peptide, 
omdat veel kleiner moleculen eveneens in staat zijn om de vorming van 
disulfidebruggen te bevorderen. Steiner et al (1978) menen, dat de lengte van 
C-peptide nodig is om de afstand tussen plaats van synthese aan ribosomen 
en de verbinding met de membraan van het endoplasmatisch reticiculum te 
overbruggen. Van C-peptide is nauwelijks enige biologische activiteit gevon-
den. Alleen Drybrugh et al (1980) hebben recent meegedeeld, dat infusie van 
C-peptide bij ratten een daling van de secretie van gastric inhibitory polypep-
tide bleek te veroorzaken; mogelijk kan C-peptide dus regulerend werken op 
de secretie van één of meerdere gastrointestinale hormonen. 
6. PROBLEMEN ROND DE BEPALING VAN C-PEPTIDE 
Dank zij de equimolaire secretie van insuline en C-peptide kan meting van 
C-peptide informatie verschaffen over de B-cel functie, hetgeen vooral van 
belang is in omstandigheden, waarbij insulinebepalingen niet mogelijk zijn, 
te weten bij insuline-afhankelijke diabeten, bij wie tegen insuline gerichte 
antilichamen in het bloed circuleren. De radioimmunoassay van C-peptide 
echter is omgeven door een groot aantal problemen, die in het hier volgende 
zullen worden samengevat. 
De C-peptide tracer 
De meest gebruikte methode om een polypeptide radioactief te merken is 
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de koppeling van і : Ч aan een tyrosine molecule Menselijk C-peptide bevat 
echter geen tyrosine, zodat het noodzakelijk is om tyrosine eerst aan C-
peptide te koppelen en vervolgens te joderen Rubenstein et al (1970) 
meenden, dat deze procedure de immunoreactiviteit van C-peptide met 
veranderde, omdat meer dan 93% van de tracer reversibel bleef gebonden 
door een C-peptide antiserum. Naithani et al (1975) vonden dat tyrosylermg 
de immunoreactiviteit wèl veranderde - zij het in geringe mate- de standaard 
curve verliep vlakker, wijzend op een geringere atfiniteit voor de bindings-
plaatscn. Bovendien is gebleken, dat de C-peptide tracer heterogeen in 
samenstelling kan zijn, ook bij gebruik van een synthetisch preparaat, 
waarbij de verschillende componenten met op identieke wijze behoeven te 
reageren met de antilichamen (Faber et al 1978). 
Antisera tegen C-peptide 
C-peptide, een klein molecuul met een moleculair gewicht van 3500 Dalton 
is gebleken een slecht anligeen te zijn Daarom is het molecuul meestal 
gekoppeld aan albumine om productie van antilichamen bij proefdieren te 
verkrijgen Melam et al (1970) konden op deze wijze een antiserum bij 
proefdieren opwekken, gericht tegen menselijk C-peptide. Een C-peptide-
antiserum bezit een hoge mate van soortspecificiteit dank zij de grote 
verschillen in aminozuursamenstelling van C-peptide. Proinsuhne bezit de 
volledige structuur van C-peptide en kan daarom ook als immunogeen 
worden gebruikt. Heding (1975) verkreeg op deze wijze antisera tegen C-
peptide door cavia's te immuniseren met b-component, de proinsuhne bevat-
tende fractie verkregen bij de zuivering van insuline Tenslotte kunnen ook 
antisera worden verkregen door te immuniseren met synthetisch C-peptide, 
al of niet gekoppeld aan albumine (Faber et al, 1976) Al deze antisera 
reageren in meer of mindere mate met proinsuhne. Faber et al (1978) vonden 
van verschillende bekende C-peptide-antisera een kruisreactie met proinsu-
hne, die op molaire basis 11 tot 143% bedroeg van de reactie met C-peptidc. 
Voor een exacte meting moet proinsuline dus vóór de C-pcptide-bepaling uit 
het serum worden verwijderd Dit kan door gelfiltratie, of door het serum te 
behandelen met een overmaat insulinebindende antilichamen Toch is een 
dergelijke procedure niet van belang, omdat de proinsuhneconcentratie zo 
laag is, dat dit de meting van C-peptide niet beïnvloedt Bovendien kan een 
antiserum worden gekozen, dat veel minder sterk met proinsuline dan met C-
peptide reageert. In situaties echter, waarbij de proinsulineconcentratie sterk 
is verhoogd, zoals bij insulinomen (Gutman et al 1971) en bij msuline-
afhankehjke diabetes, wordt deze kruisreactie wel van belang. 
Het is mogelijk, dat C-peptide-antisera ook nog reageren met andere 
serumbestanddelen dan C-peptide of promsuline. Heding (1975) vond, dat 
sera afkomstig van diabeten zonder aantoonbare insulinereserve (langdurig 
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bestaande juveniele diabetes zonder respons van C-peptide op intraveneuze 
toediening van glucagon) in de immuno-assay een daling van het percentage 
gebonden tracer veroorzaakte Dit werd de nulwaarde genoemd. Hetzelfde 
bleek ook voor te komen bij gebruik van serum afkomstig van patiënten na 
een totale pancreatectomic (Shima et al 1977) De mate van verplaatsing van 
de tracer bleek afhankelijk te zijn van het gebruikte antiserum en ook van 
het patientenserum Heding vond zo een nulwaarde variërend van 0-0,16 
pmol/ml Faber et al (1978) die 7 antisera hierop testte vond nulwaarden 
variërend van 0-0.22 pmol/ml. 
C-peptide als standaard 
Het is onmogelijk om in ruime mate te kunnen beschikken over menselijk, 
uit de pancreas geëxtraheerd C-peptide, omdat het polypeptide postmortaal 
snel wordt afgebroken. Verschillende onderzoekers hebben echter de syn-
these van C-peptide beschreven (Yanaihara et al 1974, Naitham et al 1975). 
Het synthetische C-peptide van Naithani bestaat uit de aminozuren 33-63 van 
het proinsulinemolecuul, d w z . zonder de beide terminale paren aminozuren 
van het oorspronkelijke C-peptide. Gebleken is, dat de immunoreactiviteit 
niet verandert wanneer deze aminozuren wèl aanwezig zijn De vraag in 
hoeverre de immunoreactiviteit van het synthetische peptide verschilt van die 
van natuurlijk C-peptide komt dan aan de orde Naitham vond geringe 
verschillen de immunoreactiviteit van synthetisch C-peptide bedroeg 85-
90% van die van natuurlijk C-peptide Ook Kaneko et al (1974) beschreven 
deze verschillen in immunoreactiviteit Vergelijkingen zijn echter buitenge-
woon moeilijk te trekken, omdat tijdens de extractie en isolering van 
natuurlijk C-peptide gemakkelijk C-peptide fragmenten ontstaan, die ver-
schillend kunnen reageren in de immunoassay. 
De heterogeniteit van C-peptide 
C-peptide fragmenten kunnen niet alleen ontstaan door autolyse tijdens 
het proces van isolering van C-peptide uit de pancreas Ook tijdens opslag 
van serum en ten gevolge van herhaald ontdooien en weer invriezen kunnen 
C-peptide fragmenten ontstaan. Zo vonden Kuzuya et al (1977) bij gelfiltra-
tie van sera, dat in de loop van de tijd meerdere componenten ontstonden 
met een kleiner moleculair gewicht dan intakt C-peptide. Deze C-peptidc 
fragmenten kunnen heel wisselend reageren met verschillende antisera: met 
het ene antiserum even sterk, met het andere antiserum veel minder sterk 
dan C-peptide zelf. Daarom kunnen in het verloop van de tijd in één serum 
steeds lagere C-peptideconcentraties worden gemeten, terwijl in hetzelfde 
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serum de concenlratie C-peptide constant blijft bij gebruik van een ander 
antiserum. Afhankelijk van het gebruikte antiserum is ook de gemeten 
concentratie van C-peptide in vers serum Kuzuya et al vonden verschillen 
variërend van 24-92% Faber et al (1978) die 6 verschillende antisera testten, 
vonden in hetzelfde serum concentraties van 0,36 tot 0,56 pmol/ml (/ie ook 
tabel II-2). Het is mogelijk, dat deze verschillen eveneens berusten op de 
aanwezigheid van C-peptide fragmenten Deze fragmenten zijn gevonden in 
extracten van de menselijke en dierlijke pancreas en het is mogelijk, dat C-
peptide ook in vivo in méér dan eén vorm circuleert 
7 METHODEN VOOR DE BEPALING VAN C-PEPTIDE 
Verschillende methoden voor radioimmunologische bepaling van C-pep-
tide in serum zijn beschreven Afgezien van gebruikte volumina, incubatietij-
den enz blijken de voornaamste verschillen uit tabel II-l Resultaten van C-
peptide metingen met deze verschillende methoden bij normale proefperso-
Tabel ll-l Gegevens over verschillende methoden van radioimmunologische 
bepaling van C-peptide in serum 
Eerste auteur en Antiserum Standaard Scheidings- Onderste 
jaar van publicatie tegen en Tracer methode detectiegrens 
Melam 1970 
Block 1972 
natuurlijk natuurlijk anti-gamma- 0 01-0 03 pmol/ml 
C-peptide C-peptide globuline 
(double antibody) 
natuurlijk natuurlijk anti-gamma- 0 02 pmol/ml 
C-peptide C-peptide globuline 
Kaneko 1974 synthetisch synthetisch anti-gamma- 0 07 pmol/ml 
C-peptide C-peptide globuline 
Hedmg 1974 b-component synthetisch 
C-peptide 
alcohol 95% 
Hedmg 1975 b-component synthetisch 
C-peptide 
alcohol 95% 0 03 pmol/ml 
Beischer 1976 synthetisch synthetisch ionen- 0 11 pmol/ml 
C-peptide C-peptide uitwisselaar 
Kuzuya 1976 synthetisch synthetisch anti-gamma- 0 08 pmol/ml 
C-peptide C-peptide globuline 
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nen worden in tabel 11-2 vermeld De soms aanzienlijke verschillen in 
gevonden concentraties kunnen verklaard worden door verschillen in toege-
paste methode en door hetgeen hierboven opgemerkt is over de moeilijkhe-
den rond de bepaling 
Bij de meting van C-peptide in sera van insuline-afhankelijke diabeten 
wordt de kruisreactie van het gebruikte antiserum met proinsuline belang-
rijk Vermeld is reeds het onderzoek van Block et al (1972), waaruit bleek, 
dat endogeen geproduceerd proinsuline gebonden kan worden door insuline-
bindendc antihchamen, waardoor de halfwaardetijd aanzienlijk wordt ver-
lengd en de concentratie van proinsuline sterk wordt verhoogd Het C-
peptide-antiscrum reageert met de C-peptide-structuur van dit gebonden 
proinsuline, zodat de gemeten concentratie C-peptide een sterke overschat-
fabel 11-2 C-peptide concentraties in sera van normale proefpersonen 
Gegevens uit de literatuur 
Eerste auteur 
en jaar van 
publicatie 
Block 1972 
Kaneko 1974 
Heding 1974 
Heding 1975 
Heding 1975 
Horwitz 1975 
Beischer 1976 
Kuzuya 1976 
Grajwer 1977 
Johnston 1977 
Ludvigsbon 1977 
Faber 1978 
aantal 
onder-
zochte 
perso-
nen 
9 
20 
9 
15 
15 
3 
25 
12 
11 
7 
38 
10 
10* 
10 
10 
10 
10 
gemiddelde ( 
nuchter 
0 43 
0 29 
0 33 
0 37 
0 35 
1 20 
0 59Í 
0 68 
0 36 
0 36 
0 28 
0 45 
0 36 
0 41 
0 65 
0 36 
0 54 
0 56 
± 0 10 
± 0 07 
± 0 05 
± 0 07 
± 0 09 
± 0 51 
ι ± 0 13 
± 0 27 
± 0 27 
± 0 32 
± 0 08 
± 0 11 
spreiding 
Methode 
±SD) С peptide concentratie 
0 28-0 50 
spreiding 0 30-0 58 
spreiding 0 50-0 89 
spreiding 0 26-0 59 
spreiding 
spreiding 
0 42-0 64 
0 41-0 74 
60 min na 
oraal glucose (g) 
1 46 ± 0 27 (100 g) Block 
1 69 ± 0 23 (100 g) Kaneko 
2 3 ± 0 3 (1 75 g/kg) Heding 
2 53 ± 0 70(1 75 g/kg) Heding 
2 24 ± 0 71 (1 75 g/kg) Heding 
Melani 
Beischer 
1 95 ± 0 56 ( 50 g) Kuzuya 
Block 
Heding 
Heding 
* Metingen, verricht bij telkens dezelfde groep patiënten, maar met gebruik van 
verschillende antisera 
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ting van de werkelijke C-peptideconcentratie - en dus van de insulinesecretie 
- betekent. Bovendien hebben Heding (1978) en ook Grajwer et al (1977) 
aangetoond, dat bij insuline-afhankclijke diabeten de B-cellen proinsuline in 
relatief grotere hoeveelheden vergeleken met insuline (en dus ook met C-
peptide) kunnen blijven produceren, en soms is er zelfs sprake van uitslui-
tend proinsulinesecretie. Voor een nauwkeurige evaluatie van de B-cel 
functie bij insuline-afhankelijke diabetes is het daarom noodzakelijk, dat 
gebonden proinsuline wordt verwijderd voorafgaande aan de C-peptide-
bepaling. Met gclfiltratie is dit mogelijk, maar deze methode is bewerkelijk. 
Twee andere methoden zijn beschreven, die voor praktische toepassing 
geschikt zijn. 
Nakagawa et al beschreven in 1973 een methode om met polyethyleengly-
col (PEG) insulinebindende antilichamen te precipiteren voor de bepaling 
van vrij insuline. Deze methode, waarop later uitvoeriger zal worden inge-
gaan, is door ons overgenomen en gebruikt voor de bepaling van vrij C-
peptide. Inmiddels werd deze methode gepubliceerd door Kuzuya et al 
(1977). Het principe is eenvoudig: groot-moleculaire stoffen worden in 
serum geprecipiteerd door toevoeging van gelijke hoeveelheden PEG 25%. 
Antigeen-antilichaamcomplexen worden op deze wijze neergeslagen, terwijl 
het vrije hormoon in oplossing blijft. Vrij proinsuline blijft dus in oplossing 
en reageert mee in de C-pcptide-assay. De concentratie hiervan is echter te 
laag om de uitkomsten te beïnvloeden, zoals is aangetoond door Kuzuya et al 
(1977) en Lewis et al (1976). 
De tweede methode is beschreven door Heding (1975). Door serum te 
behandelen met ethanol bij een pH = ± 2 worden de insulinebindende 
antilichamen gedissocieerd en geprecipiteerd. De ethanol extracten worden 
daarna drooggedampt, waarna het residu wordt opgelost in een buffer. Door 
een overmaat insulinebindende antilichamen gekoppeld aan Sepharose parti-
kels toe te voegen kan al het gedissocieerde proinsuline, middels centrifuge-
ren worden verwijderd. Het supernatant wordt dan gebruikt voor de bepa-
ling van C-peptidc. 
Omdat 13 tot 20% van endogeen geproduceerd C-peptide in de urine 
wordt uitgescheiden, kan insulinesecretie worden bepaald middels meting 
van C-peptide in de urine (Kuzuya et al 1976, 1978). Urine behoeft daarvoor 
geen bijzondere bewerking te ondergaan. De uitkomsten kunnen worden 
weergegeven als totale hoeveelheid per uur of betrokken worden op de 
kreatinine-uitscheiding. 
Horwitz et al (1977) onderzochten de C-peptide-excretie in de urine bij 
normale proefpersonen en bij patiënten met insuline-afhankelijke diabetes. 
Bij gelfiltratie van de urine bleek, dat proinsuline niet aantoonbaar was; wel 
werd waarschijnlijk gemaakt, dat soms aggregaten van C-peptide in de urine. 
kunnen voorkomen. C-peptide kan dus ook in de urine heterogeen zijn. De 
C-peptide-excretie bleek onafhankelijk van de nierfunctie te zijn: bij kreati-
nineklaringen van 6-120 ml/min werd geen relatie gevonden tussen kreati-
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nine- en C-peplidcklaring. Het bestaan van proteinuric bleek de C-peptide-
excretie niet te beïnvloeden. 
Bij 25 normale proefpersonen bleek de C-peptide-uitscheiding in de urine 
per 24 uur 36 ± 4 μg (SEM) te bedragen; 12 maturity-onset diabeten, 
behandeld met insuline, hadden een C-peptide-uitscheiding van gemiddeld 
24 ± 7 μg per 24 uur, en bij 6 juveniele diabeten bedroeg deze 1,1 ± 0,5 
Bij genoemde, normale proefpersonen bleek er een aanzienlijke variatie te 
bestaan in de C-peptide-excretie (variatiecoëfficiënt 22 en 32%, bij een intra-
assay-variatiecocfficiënt van 7%). Dit betekent dat kleine veranderingen in 
de C-peptide-excretie moelijk kunnen worden geïnterpreteerd. 
8. METING VAN C-PEPTIDE ALS MAAT VOOR INSUUNESECRETIE IN HET 
BELOOP VAN INSULINE-AFHANKELIJKE TYPE I DIABETES MELLITUS 
Bij 6 patiënten, bij wie een ketoacidose was opgetreden konden Block et al 
(1972) geen C-peptidc in het serum aantonen. Echter na een behandelperi-
ode van 2-20 weken werden bij deze patiënten nu wel meetbare nuchtere C-
peptideconcentraties gevonden, die bovendien tijdens een orale glucose 
belastingstest toenamen. Dit betekent, dat ketoacidose geen irreversibel 
functieverlics van de B-cellen behoeft te betekenen. Partieel herstel van 
insulinesecretie was kennelijk mogelijk, maar was waarschijnlijk van tijde-
lijke aard, want bij 5 andere juveniele diabeten met een diabetesduur van 5-
21 jaar kon geen C-peptide meer worden aangetoond, noch nuchter, noch na 
een orale glucose belasting. 
Deze waarnemingen zijn hierna met gevoeliger bepalingsmethoden uitge-
breid o.a. door Heding (1975). Zij vond, dat bij onbehandelde insuline-
afhankelijke diabeten wel degelijk nog sprake kon zijn van insulinesecretie: 
bij 9 van de 10 patiënten werd C-peptide in het nuchtere serum aangetoond 
(gemiddeld 0,37 pmol/ml), waarbij een significante stijging werd gezien na 
oraal glucose tot gemiddeld 0,49 pmol/ml. Bij géén van deze patiënten 
bestond echter een ketoacidose. Insulinesecretie kan dus bij het begin van 
een type 1 diabetes geheel of gedeeltelijk zijn opgeheven en kan zich daarna 
enigszins herstellen. Voor dit laatste pleit ook het onderzoek van Faber en 
Binder (1977), die bij alle 17 patiënten met type 1 diabetes 2 à 4 weken na het 
begin van de behandeling C-peptideconcentraties in het serum konden 
aantonen met een gemiddelde nuchtere concentratie van 0,17 pmol/ml, 
stijgend na de maaltijden tot gemiddeld 0,24 à 0,32 pmol/ml. 
Na het begin van de behandeling van een type 1 diabetes ontstaat soms een 
periode van kortere of langere tijd, waarin de exogene insulinebehoefte sterk 
afneemt of zelfs geheel verdwijnt: de remissie periode of honey-moon 
periode. Tijdens zo'n remissicperiode is het herstel van de insulinesecretie 
het duidelijkst. Uit de studie van Heinze et al (1978) valt af te leiden, dat de 
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nuchtere C-peptideconcentratie bij 5 patiënten in deze fase 0,4-0,8 pmol/ml 
bedroeg, d.w.z. in het normale gebied. Bij deze patiënten was echter 
proinsuline niet uit het serum verwijderd. 
Ook na de remissieperiode is een resterende B-cel functie bij vele insuline-
afhankelijke diabeten nog aantoonbaar. Bij een diabetesduur van 2 tot 17 
jaar konden Ludvigsson en Ileding (1977) bij 34 van de 96 juveniele diabeten 
(35%) C-peptide in het nuchtere serum aantonen. Dit kwam vooral voor bij 
die patiënten, bij wie de diabetes korter bestond en bij wie een remissie 
periode had bestaan. Patiënten zonder aantoonbare C-peptide bleken bij het 
begin van de diabetes langere tijd ketoacidotisch te zijn geweest, hetgeen kan 
betekenen, dat bij een diabetes, die na het stellen van de diagnose langer en 
ernstiger ontregeld blijft, minder neiging tot enig herstel van B-cel functie 
optreedt. 
Eff et al (1978) onderzochten 64 insuline-afhankelijke type 1 diabeten met 
een ziekteduur langer dan 18 jaar. Bij 24% was nog een resterende beta-cel 
functie aantoonbaar. 
Uit verschillende studies blijkt, dat een resterende insulincsecretie bij 
insuline-afhankelijke diabeten in het verloop van jaren langzaam afneemt en 
verdwijnt. Grawjer et al (1977) vonden in 90% bij patiënten met een 
diabetesduur tot 5 jaar nog tekenen van insulincsecretie, gemeten aan de 
nuchtere C-peptideconcentratie, terwijl dit het geval was in 43% bij een 
diabetesduur van 5 tot 13 jaar. (Vreemd genoeg vertoonde slechts 1 patiënt 
een toename van de C-peptideconcentratie na oraal glucose, 1 g/kg). Moei-
ilijk te interpreteren is het onderzoek van Ludvigsson en Heding, die bij 35% 
van 98 patiënten met een diabetesduur van 2 tot 17 jaar meetbare nuchtere 
serum C-peptideconcentraties vonden, terwijl een half jaar later dit percen-
tage bij dezelfde groep 69% bedroeg en weer een half jaar later 21%. 
Madsbad et al (1978) onderzochten 435 insuline-afhankelijke juveniele dia-
beten en bepaalden C-peptide na glucagonstimulatie, na een ontbijt en 
nuchter. Bij vrijwel alle patiënten met een kortbestaande diabetes (0-2 jaar) 
werd C-peptide aangetoond. Bij een langer bestaande diabetes nam het 
aantal positieve patiënten af; na 15 jaar diabetes was nog ± 15% positief. 
Uit deze studies kan worden geconcludeerd, dat bij het stellen van de 
diagnose type 1 diabetes mellitus, de C-peptideconcentratie verlaagd of niet 
aantoonbaar is, afhankelijk van de ernst van het ziektebeeld. Na het instellen 
van de behandeling kan de B-cel functie zich gedeeltelijk herstellen, zodat 
gedurende de eerste 2 jaar bij vrijwel alle patiënten C-peptide aantoonbaar 
is. Dit herstel is het meest uitgesproken tijdens de remissieperiode. De 
insulineproductie vermindert na de remissieperiode, maar kan nog gedu-
rende vele jaren aantoonbaar blijven. 
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9. HEI EFFECT VAN PERSISTERENDE INSULINESECRETIE OP DE STABILITEIT 
VAN INSULINE-AFHANKELIJKE DIABETES 
Logisch volgend uit het feit, dat bij insuline-afhankelijke diabetes nog 
sprake kan zijn van endogene insulineproductie, is de vraag in hoeverre de 
behandelbaarheid hierdoor wordt beïnvloed. Aanvankelijk was dat niet 
duidelijk. Ludvigsson en Heding (1977) vonden, dat alle tien onderzochte 
diabetische kinderen „remarkably good" waren ingesteld, terwijl toch bij 7 
patiënten geen C-peptide kon worden aangetoond na een intraveneuze 
glucagonstimulatie. En in een ander onderzoek bleek deze onderzoekers, dat 
de hoogte van de nuchtere C-peptideconcentratie geen verband hield met de 
hoogte van de bloedsuikerconcenlratie (Ludvigsson en Heding 1976). 
Faber en Binder (1977) vonden echter wèl een positieve correlatie tussen 
de C-peptideconcentraties vóór en na de maaltijden en de betreffende 
glucoseconcentraties. Bovendien was de MAGE negatief gecorreleerd met 
de C-peptideconcentratie, met andere woorden: naarmate de C-peptide-
concentratie hoger was fluctueerde de glucoseconcentratie in het bloed 
minder sterk. De mate van resterende insulinesecretie leek dus de instelling 
positief te beïnvloeden. Daarmee werd een zeer plausibele verklaring gege-
ven voor bestaande verschillen in behandelbaarheid bij insuline-afhankelijke 
diabeten. Het onderzoek van Shima et al (1977) bevestigde dit. In dit 
onderzoek werden 46 insuline-afhankelijke diabeten beoordeeld als stabiel 
of labiel op grond van de grootte van de standaarddeviatie van 10 poliklinisch 
verkregen nuchtere bloedsuikerbepalingen. Vervolgens werd C-peptide zon-
der voorafgaande verwijdering van proinsuline bepaald tijdens een orale 
glucosebelasting (100 g). Het oppervlak onder de C-peptide-curve dat lag 
boven de nuchtere concentratie werd berekend. De grootte hiervan had een 
negatieve correlatie met de grootte van de standaarddeviaties, met andere 
woorden er bestond een significante negatieve correlatie (r = — 0.69, ρ 
< 0.05) tussen resterende insulineproductie en instabiliteit van de bloedsui-
kerconcentraties. De 7 meest labiele patiënten hadden geen enkele C-
peptide-respons, 7 uiterst stabiele patiënten gaven deze reactie wèl. 
Reynolds et al (1977) selecteerden 7 patiënten met stabiele en 7 patiënten 
met labiele diabetes op grond van de klinische indruk. De mate van stabiliteit 
werd daarna in een rangnummer uitgedrukt. Vervolgens werd de toename in 
de serum C-peptideconcentratie bepaald (zonder verwijdering van proinsu-
line) na oraal toegediend glucose (1 g/kg) en intraveneus toegediend arginine 
(30 g in 30 min). De auteurs vonden, dat de grootte van de C-peptide-respons 
significant correleerde met de mate van stabiliteit en concludeerden, dat het 
verschil tussen labiele en stabiele diabetes goeddeels verklaard kan worden 
uit het feit, dat vele, zo niet alle stabiele diabeten nog in staat zijn om insuline 
te produceren. Overigens blijkt uit de gepubliceerde gegevens, dat 3 van 7 
stabiele diabeten geen enkele C-peptide-respons vertoonden. 
Ook Gerbitz et al (1979) konden aantonen, dat de instelling van de 
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diabetes samenhing met van het bestaan van resterende insulineproductie: de 
gemiddelde bloedsuikerconcentratie over 24 uur bij 8 insuline-afhankelijke 
diabeten met aantoonbaar C-peptide was lager vergeleken met 8 patiënten 
zonder C-peptide. Maar Eff et al (1978), die bij 64 insuline-afhankelijke 
diabeten C-peptideconcentraties bepaalden na B-cel stimulatie met oraal 
glucose (50 g) gevolgd door intraveneus glucagon + tolbutamide vonden 
géén betere instelling, gemeten aan bloedsuikerconcentraties en 24-uurs-
glucosurie, wanneer C-peptide aantoonbaar was. Het effect van resterende 
insulineproductie op de behandelbaarheid is dus niet in alle studies even 
duidelijk. 
Yu et al (1978) concludeerden, dat de behandelbaarheid niet noodzakelij-
kerwijs afhankelijk was van een bestaande insulinereserve. Zij onderzochten 
de C-peptide-reactic na een orale glucosebelasting (50 g) bij 35 patiënten, die 
stabiel of labiel werden genoemd op grond van het gemak waarmee zij 
konden worden ingesteld. Bij de meting van C-peptide werd proinsuline mee 
bepaald. 14 van de 35 patiënten (58%) toonden een C-peptide-respons en al 
deze patiënten waren stabiel. Tussen de grootte van de C-peptide-respons en 
de M-waarde (berekend uit poliklinische verkregen bloedsuikerbepalingen) 
bestond een significante negatieve correlatie (r = -0,54, ρ < 0.05). 
Daarnaast waren er eveneens stabiele patiënten, bij wie géén C-peptide werd 
gevonden, en dit gold ook voor alle labiele patiënten. De C-peptide positieve 
patiënten hadden dus allen een goed ingestelde diabetes, maar niet alle 
stabiele diabeten vertoonden tekenen van resterende insulineproductie. 
Gonen et al (1979) vonden hetzelfde; bij 51 niet-adipeuze insuline-afhanke-
lijke diabeten bestond een negatieve correlatie tussen de C-peptideconcen-
tratie (vóór en na intraveneus glucagon) en de instelling van de diabetes, 
gemeten met de concentratie HbA, (r = 0.60, ρ < 0.001). Maar er waren 
patiënten in deze groep aanwezig, die goed waren ingesteld, maar bij wie 
geen C-peptide kon worden aangetoond. Anderzijds waren er slecht inge-
stelde patiënten, met hoge HbA|-concentraties, die een duidelijke C-pep-
tide-respons vertoonden. 
De conclusie uit deze studies moet luiden, dat het effect van resterende 
insulinesecrctie op de behandelbaarheid verschillend wordt beoordeeld. De 
oorzaak voor de discrepanties is waarschijnlijk gelegen in de verschillende 
onderzoekmethoden. De klinische gegevens van de patiënten zijn vaak te 
summier, er zijn geen goede criteria gesteld voor goede of slechte behandel-
baarheid, voor labiel of stabiel. In vrijwel alle studies werd C-peptide 
bepaald zonder voorafgaande verwijdering van proinsuline. Bovendien werd 
meestal C-peplide bepaald tijdens niet-fysiologische belastingsproeven, die 
niet automatisch behoeven overeen te komen met fysiologische omstandig-
heden. Het was juist de doelstelling van het huidige onderzoek om deze 
bezwaren te omzeilen. 
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HOOFDSTUK III 
INSULINEBINDENDE ANTILICHAMEN EN DIABETES 
LITERATUUROVERZICHT 
1. INLEIDING 
Tot 1956 zijn er in de literatuur slechts sporadisch mededelingen gedaan 
omtrent de vorming van antilichamen gericht tegen exogeen toegediend 
insuline (Wasserman et al 1940, Lowell 1940, Moloney en Cavai 1955). 
Hoewel dieren gemakkelijk konden worden geïmmuniseerd, overheerste de 
opvatting, dat bij mensen insuline slechts geringe antigene eigenschappen 
had: gegeneraliseerde allergische reacties en insulineresistentie kwamen 
betrekkelijk zelden voor en werden eerder beschouwd te worden veroor-
zaakt door verontreinigingen in insulinepreparaten dan door insuline zelf 
(Steigerwald en Spielman 1956, Hagen en Hagen 1959). Het onderzoek werd 
bovendien bemoeilijkt omdat gevoelige technieken om antilichamen aan te 
tonen ontbraken. 
Door het onderzoek van Berson en Yalow in 1956 veranderden deze 
opvattingen volledig. Tijdens onderzoek naar het metabolisme van insuline 
konden deze onderzoekers aantonen, dat de verdwijningstijd van i:,1I-insu-
line, intraveneus ingespoten bij met insuline behandelde patiënten, sterk 
werd verlengd ten gevolge van een binding van 131I-insuline aan specifieke 
antilichamen. En vervolgens bleken deze antilichamen bij iedere willekeu-
rige patiënt, die met insuline werd behandeld, voor te komen. Bovendien 
bleek in vitro, dat niet-radioactief gemerkte insuline, toegevoegd aan deze 
sera, in staat was om het gebonden 131I-insuline te verdringen. Hierdoor werd 
aangetoond, dat de binding reversibel was (Berson et al 1956, 1959). Deze 
ontdekking is van enorme betekenis geweest, omdat hiermede de basis was 
gelegd voor de radioimmunoassay (Yalow en Berson 1959, 1961). 
In de loop der jaren is een groot aantal methoden ontwikkeld om insuline-
bindende antilichamen aan te tonen. Zij verschillen voornamelijk in de 
wijze, waarop - na incubatie van serum met insuline-tracer - vrij en gebon-
den hormoon van elkaar worden gescheiden. De bevindingen van Berson en 
Yalow zijn er alleen maar door bevestigd: bij iedere patiënt ontstaan ± 6 
weken na het begin van behandeling met insuline antilichamen en slechts in 
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uiterst zeldzame gevallen kunnen deze antilichamen ook zonder vooraf-
gaande insulinethcrapie ontstaan (Fulling en Norman 1972, Ohneda et al 
1974, Ichihara et al 1977) 
Bij de mens zijn nooit precipiterende antilichamen aangetoond Berson en 
Yalow (1959) konden bij een grote concentratie-range van zowel antigeen als 
antilichamen geen precipitatie van de antigeen-antihchaam-complexen aan-
tonen, hetgeen pleitte voor een univalent reagerend insuline-molecuul Ook 
uit analyse van Scatchard-plots en uit studies betreffende associatie en 
dissociatie van de complexen kon worden geconcludeerd, dat éen insuline-
molecuul slechts met één bindingsplaats reageert Niettemin bevat het insuli-
nemolecuul meerdere antigene determinanten (Arquilla en Finn 1965), maar 
het molecuul is waarschijnlijk te klein om met méér dan 1 of hooguit 2 
antilichaammoleculen te kunnen reageren (Berson en Yalow 1959, Foiling 
1976) Moeilijk te verklaren is, dat bij immunisatie van bepaalde diersoorten 
wel precipiterende antilichamen zijn gevonden (Bansal et al 1973, Pope 1966, 
Honno et al 1966) 
Insulinebindende antilichamen bevinden zich in de gammaglobulinenfrac-
tie van de plasma-eiwitten (Berson en Yalow 1956, Skom en Talmage 1958, 
Prout 1963) Het zijn hoofdzakelijk IgG-antihchamen en in veel geringere 
mate antilichamen van het type IgA en IgM (Yagi et al 1963, Kawazu et al 
1975) De aanwezigheid van IgE-antihchamen is alleen bij het bestaan van 
allergische reacties aangetoond (Patterson et al 1973, Mattson et al 1975, 
Dolovich et al 1970) 
2 DE ANTIGENE WERKING VAN INSULINE 
De antigene eigenschappen van insuline lijken logischerwijs te volgen uit 
de verschillen in primaire structuur tussen menselijke en dierlijke insuline, 
hoe gering deze verschillen ook zijn Tabel III-l toont dat deze verschillen 
meestal gelokaliseerd zijn in positie 8-10 van de A-keten en in positie 30 van 
de B-keten Varkensinsuhne verschilt slechts in 1 aminozuur van menselijk 
insuline, runderinsuline in 3 aminozuren Te verwachten is, dat hoe groter 
deze verschillen zijn, des te sterker de antigemciteit is. In deze opvatting 
passen de bevindingen dat bij patiënten, behandeld met runderinsuline, een 
grotere antihchaamproductie werd gevonden dan bij patiënten, die uitslui-
tend met varkensinsuhne werden behandeld (Berson en Yalow 1966, Devlin 
en Duggan 1969, Ortved Andersen 1973). Ook de mate van affiniteit van 
antilichamen voor insuline leek gecorreleerd te zijn met de grootte van de 
verschillen in aminozuursamenstelling in het onderzoek van Berson en 
Yalow (1960) bleken sera van diabetespatiënten, behandeld met zowel 
runder- als varkensinsuhne, sterker te reageren met runder- dan met 
varkensinsuhne, terwijl menselijke insuline het zwakst reageerde De zwak-
ste affiniteit werd gevonden voor paardc-insuhne, dat vergeleken met runde-
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Tabel IIl-l. Verschillen in aminozuursamenstelling van het insulinemolecuul 
bij een aantal soorten 
Soort 
Mens 
Varken 
Rund 
Schaap 
Paard 
Walvis 
Hond 
Konijn 
Rat 1 
2 
4 
Glu 
Glu 
Glu 
Glu 
Glu 
Glu 
Glu 
Glu 
Asp 
Asp 
A-keten 
8 
Thr 
Thr 
Ala 
Ala 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
9 
Ser 
Ser 
Ser 
Gly 
Gly 
Ser 
Ser 
Ser 
Ser 
Ser 
10 
Ileu 
Ileu 
Val 
Val 
Ileu 
Ileu 
Ileu 
Ileu 
Ileu 
Ileu 
3 
Asp 
Asp 
Asp 
Asp 
Asp 
Asp 
Asp 
Asp 
Lys 
Lys 
B-keten 
29 
Lys 
Lys 
Lys 
Lys 
Lys 
Lys 
Lys 
Lys 
Lys 
Met 
30 
Thr 
Ala 
Ala 
Ala 
Ala 
Ala 
Ala 
Ser 
Ser 
Ser 
rinsuline een compleet andere aminozuursamenstelling heeft op A8.i0. De 
totale bindingscapaciteit voor de verschillende insulines was dezelfde en het 
bleek dat ieder insuline de andere competitief kon verdringen. Hieruit 
volgde, dat insuline steeds op dezelfde bindingsplaatsen werd gebonden, met 
echter duidelijk energetische verschillen in de reacties. 
De verschillen in de A-keten leken belangrijker te zijn dan die in de B-
keten, hetgeen bleek uit studies met hybride insulines, waarbij de insulineke-
tens afkomstig waren van rund en vis. Insuline, bestaande uit de A-keten van 
het rund en de B-keten van de vis, reageerde sterker met een antirunderinsu-
line-serum dan insuline, dat de A-keten van de vis en de B-keten van het 
rund bevatte (Berson en Yalow, 1960). Bovendien bleek alleen de afzonder-
lijke A-keten, en niet de B-keten te kunnen compeleren met de binding van 
i;uI-insuline aan antilichamen. Ook het C-terminale gedeelte van de B-keten 
moet belangrijk zijn voor de antigene werking van insuline, omdat varkensin-
suline, dat alléén op deze plaats verschilt van menselijke insuline, bij mensen 
de vorming van antilichamen induceert. Er zijn dus meerdere antigene 
determinanten mogelijk. Dit bleek ook uit het onderzoek van Arquilla en 
Finn (1965), waarbij ingeteeldc stammen cavia's in staat waren antilichamen 
te produceren tegen delen van het insuline-molecuul, die niet reageerden met 
antilichamen opgewekt bij andere stammen van dezelfde diersoort. Verschil-
len in primaire structuur konden echter niet alles verklaren. Wanneer bij 
varkensinsuline alanine op positie 30 van de B-keten wordt verwijderd, dan 
ontstaat dealanine insuline, waarvan de primaire structuur identiek is aan de 
overeenkomstige structuur van menselijk en konijneninsuline. Niettemin 
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werkt dit dealanine varkensinsuline als antigeen bij mens, konijn en varken 
(Lockwood en Prout 1965). Berson en Yalow (1966) vonden, dat bepaalde 
antisera verschillend reageerden met walvis- en varkensinsuline, hoewel deze 
beide insulines een identieke primaire structuur bezitten. Homoloog insuline 
bleek ook als antigeen te kunnen werken: kristallijn varkensinsuline ingespo-
ten bij varkens veroorzaakte de vorming van antilichamen (Lockwood en 
Prout 1965, Brunfeldt en Deckert 1964). Dezelfde bevindingen werden ook 
bij andere diersoorten gedaan (Renold et al 1963). En Deckert et al (1972) 
toonden aan, dat menselijke insuline, ingespoten bij psychiatrische 
patiënten, eveneens productie van antilichamen veroorzaakte. 
Deze bevindingen konden niet anders verklaard worden dan uit verschillen 
in secundaire, tertiaire en/of kwaternaire structuur, veroorzaakt door extrac-
tieprocessen en beïnvloed door temperatuur, pH en zinkconcentratie (Prout 
1963, Arquilla et al 1978). Al deze argumenten werden echter verzwakt door 
de bevindingen van Berson en Yalow (1966), die aantoonden dat z.g. zuivere 
kristallijne insulinepreparaten van b.v. het varken tijdens het productiepro-
ces gemakkelijk verontreinigd kunnen worden met kleine hoeveelheden 
runderinsuline. Er blijft dus twijfel bestaan over de antigeniciteit van homo-
loog insuline. 
3. INSULINEBINDENDE ANTIUCHAMEN EN DE VERDWIJNINGSSNELHEID VAN 
INSULINE 
Insulinebindende antilichamen verlengen de verdwijningssnelheid van 
insuline; deze wordt nu mede bepaald door de eliminatiesnelheid van de 
antigeen-antilichaamcomplexen en door de dissociatiesnelheid van insuline 
uit deze complexen (Berson en Yalow 1956, Welsh et al 1956, Frikke 1974). 
Frikke (1974) maakte waarschijnlijk, dat gebonden insuline niet meer wordt 
gedegradeerd in leverparenchymcellen en in de niertubuli, maar in cellen van 
het RES: na inspuiting van radioactief-gemerkte insuline-antilichaamcom-
plexen bij ratten en cavia's werd de radioactiviteit teruggevonden in macrofa-
gen van lever en milt. Gebonden insuline wordt dus klaarblijkelijk voor de 
werking van insulinedegraderende enzymen beschermd. 
4. INSULINEBINDENDE ANTILICHAMEN EN DE INSULINEDOSIS 
Berson en Yalow (1964) hebben aangetoond dat een hoge bindingscapaci-
teit van het serum voor insuline (hoger dan 60 E/l) gepaard gaat met 
insulineresistentie, waarbij de insulinebehoefte meer dan 200 E per dag 
bedraagt. In deze zeldzame gevallen is de invloed van antilichamen op de 
insulinebehoefte duidelijk. Vele onderzoekers hebben nagegaan of deze 
invloed ook bestaat bij niet-resistente patiënten, bij wie de bindingscapaciteit 
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meestal lager is dan 10 E/l (Oakly 1976, Asplin et al 1978, Akerblom en 
Mäkelä 1977. Ortved Andersen 1972, Lev-Ran en Ratt 1973, Moinat 1958, 
Nars et al 1976, Welsh et al 1956, Skom en Talmage 1958, Kcrp et al 1968, 
Berson en Yalow 1959). Met uitzondering van Ortved Andersen (1972), Lev-
Ran en Ratt (1973) en Kerp (1968) is er geen correlatie gevonden tussen 
insulinebehoefte en bindingscapaciteit. De invloed van insulinebindende 
antilichamen op de insulinebehoefte lijkt dus bij het overgrote deel van de 
insuline-afhankelijke diabeten niet belangrijk. Het meningsverschil, dat hier-
over nog bestaat, wordt ongetwijfeld goeddeels verklaard door de grote 
verschillen in gebruikte technieken 1er bepaling van de antilichamen. Boven-
dien wordt het begrip bindingscapaciteit dikwijls onjuist gebruikt; vaak 
wordt het percentage binding van een insuline-tracer door patiëntenplasma 
gebruikt als maat voor bindingscapaciteit of voor concentratie antilichamen. 
Daarbij wordt voorbij gegaan aan het feit, dat deze mede wordt bepaald door 
de affiniteit van de antilichamen voor insuline en door de insulineconcen-
tratie. 
5. INSULINEBINDENDE ANTIUCHAMENE EN ALLERGISCHE REACTIES 
Het is altijd de vraag geweest of allergische reacties, ontstaan door de 
insulinetherapie, werden veroorzaakt door antilichamen gericht tegen het 
soortvrecmde insulinemolecuul zelf of gericht tegen andere, eventueel insu-
line-achtige stoffen, die aanwezig kunnen zijn in insulinepreparaten. 
Hoewel al in 1949 door Jorpes werd aangetoond, dat allergische reacties 
minder vaak optraden naarmate insuline vaker was omgekristalliseerd, werd 
toch insuline zelf als oorzaak van allergie beschouwd, immers, bij gebruik 
van vele malen omgekristalliseerd insuline bleven allergische reacties voor-
komen. Er zijn verschillende typen allergische reacties tegen insuline 
bekend, die als gevolg van de insulinetherapie kunnen optreden en die 
kunnen worden geklassificeerd volgens het schema van Coombs en Geil 
(1968) (Federlin 1974, 1975). 
a) Type I: de acute allergische reactie, die lokaal of gegeneraliseerd kan 
voorkomen. Binnen enkele uren na de insuline-injectie ontwikkelt zich op 
de injectieplaats een onscherp begrensd erytheem met een zwelling ge-
paard gaande met jeuk. Deze lokale verschijnselen kunnen vooral bij 
voortzetting van de injecties gevolgd worden door gegeneraliseerde symp-
tomen van anafylaxie als urticaria, koorts, bronchospasme, glottisoedeem 
en shock. Deze reacties kunnen ontstaan bij het begin van de therapie, 
maar ook na jarenlange insulinebehandeling. Zij worden teweeg gebracht 
door IgE antilichamen. Patterson et al (1969) meenden dat deze antilicha-
men gericht moesten zijn tegen insuline zelf en niet tegen verontreinigin-
gen: de antilichamen bleken met chromatografisch gezuiverd insuline en 
ook met synthetisch insuline te reageren. 
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b) Type II: reacties ten gevolge van de aanwezigheid van cytotoxische 
antilichamen. Deze antilichamen schijnen bij insuline-afhankelijke diabe-
ten uiterst zeldzaam voor te komen. Alleen Mathov (1976) beschrijft één 
patiënt, bij wie het serum in aanwezigheid van insuline en complement in 
staat was om autologe en homologe leucocyten te doen agglutineren. 
c) Type III: reacties ten gevolge van antigeen-anlilichaam (IgG) complexen, 
die complement activeren, in weefsels precipiteren en het Arthus-feno-
meen veroorzaken. Ook deze reacties komen bij insuline-afhankelijke 
diabeten uiterst zeldzaam voor. 
d) Type IV: reacties van het tuberculine-type, waarbij 8-10 dagen na het 
begin van de behandeling op de injectieplaats harde en rode infiltraten 
verschijnen, die na enkele dagen weer verdwijnen. Deze reacties, die 
frequent voorkomen, verdwijnen bij voortgezette therapie vanzelf. 
6. INSULINEB1NDENDE ANTIUCHAMEN EN VETATROFIE 
De oorzaak van vetatrofie, die kan ontstaan op plaatsen, waar insuline 
wordt geïnjiceerd, is onbekend. Het ontbreken van lokale ontstekingsver-
schijnselen (Teuscher 1974) pleit tegen een allergie als oorzaak. Het is 
opvallend, dat deze afwijking kan verdwijnen en tegenwoordig nauwelijks 
meer voorkomt bij gebruik van sterk gezuiverde insulinepreparaten (Teu-
scher 1974, Daggett et al 1977, Deckert et al 1974). Dit kan erop wijzen, dat 
verontreinigingen in insulinepreparaten verantwoordelijk zijn of dat er toch 
een immunologische oorzaak is. Het laatste wordt ondersteund door recent 
onderzoek van Reeves et al (1980). Deze onderzoekers konden in vaatwan-
den van de huid in de atrofische gebieden een abnormale depositie van IgM 
met G, of fibrine-fibrinogeen aantonen en een bescheiden perivasculaire 
infiltratie van mononucleairen. Dit kan betekenen, dat de atrofie beschouwd 
moet worden als een soort Arthus-reactie, waarbij ter plaatse complexen van 
insuline en antilichamen worden gevormd met activering van complement, 
gevolgd door een onlstekingsreactie. Moeilijk te verklaren is dan, waarom de 
atrofie kan verdwijnen door insuline te blijven injiceren in de atrofische 
gebieden (Watson en Calder 1971, Hulst 1976). Een bevredigende verklaring 
is daarom tot nu toe niet gevonden. 
7. INSULINEBINDENDE ANTILICHAMEN EN DE REACTIE MET ENDOGENE INSU-
LINE 
Een belangrijke vraag is of, en zo ja in hoeverre insulinebindende antili-
chamen, gericht tegen soortvreemde insuline, kunnen reageren met endo-
geen insuline. Berson en Yalow (1960) meenden, dat bij de mens de affiniteit 
van circulerende antilichamen voor menselijke insuline slechts gering kon 
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zijn: menselijke insuline bleek in veel mindere mate dan runder- of varkens-
insuline in staat om i:,1I-varkens- of runderinsuline uit de bindingsplaatsen te 
verdringen. Een ander argument hiervoor was, dat psychiatrische patiënten, 
die in het verleden nog werden behandeld met insuline, geen diabetes kregen 
(Pope 1966). Actieve immunisatie bij koeien veroorzaakte evenmin diabetes 
(Renold et al, 1963). Echter, konijnen, geïmmuniseerd met runderinsuline, 
bleken tijdelijk en soms blijvend hyperglycaemisch te worden, hetgeen 
histologisch gepaard ging met degranulatie van beta-cellen en met mononu-
cléaire infiltraten in de eilandjes (Toreson et al 1968). Bij ratten evenals bij 
muizen en konijnen ontstond na injectie met antiserum tegen heteroloog 
insuline eveneens passagere hyperglycaemie (Moloney en Covai 1955, Mor-
gan et al 1965, Pope 1966). In tegenstelling tot Berson en Yalow vonden 
Grodsky en Forsham (1961), dat humane antisera tegen varkens- en runder-
insuline wel degelijk in vitro reageerden met menselijke insulinepreparaten. 
Het feit echter, dat insulinepreparaten ook bij homologe soorten als antigeen 
konden werken, wees erop, dat deze reacties in vitro niet behoefden overeen 
te komen met reacties in vivo; door de extractieprocedure was kennelijk de 
configuratie van het insulinemolecuul veranderd. Maar op een andere wijze 
maakte Grodsky (1965) het aannemelijk, dat endogeen insuline door insuli-
nebindende antilichamen gebonden kan worden. Uit sera van insuline-
resistente diabeten werden insulinebindende antilichamen geïsoleerd, 
waarna door zure alcoholcxtractie al het gebonden insuline werd gedissoci-
eerd. Bij de radioimmunoassay van dit gebonden insuline werden steeds 2 
antisera gebruikt: het eerste had de eigenschap om op gelijke wijze met 
humaan- en met runderinsuline te reageren: het tweede reageerde alléén met 
runderinsuline. Het verschil tussen beide bepalingen was dus een maat voor 
de concentratie endogeen insuline. Uit de grote verschillen werd geconclu-
deerd, dat antilichamen tegen runderinsuline in belangrijke mate menselijke 
insuline konden binden. Een dergelijk onderzoek is helaas nooit herhaald, 
zodat de vraag die bij de aanvang werd gesteld toch niet duidelijk beant-
woord kan worden. 
Een andere controverse betreft de invloed van insulinebindende antilicha-
men op de insulinesecretie. Door Toreson et al (1968) en vooral ook door 
Logothetopoulos en Bell (1966) werd gevonden, dat insuline-antiserum, 
ingespoten bij verschillende diersoorten, een uitgesproken degranulatie van 
beta-cellen veroorzaakte. Daarbij zouden de antilichamen dus in staat moe-
ten zijn om de eilandjes binnen te dringen en een diffusie-gradiënt te 
vormen, ten einde insuline direct te kunnen wegvangen. Studies, waarbij 
antilichamen werden gekoppeld aan fluoresceine leken dit te bevestigen: 
Blumenthal et al (1964) toonden op deze wijze aan, dat in kippenembryo's 
antilichamen tegen konijneninsuline gebonden werden aan de granula van de 
beta-cel. Lacy en Davies (1957), gebruik makend van antilichamen tegen 
cavia-insuline, gekoppeld aan fluoresceine, deed dezelfde bevindingen bij 
sommige diersoorten, maar niet in pancreasweefsel van de mens. Mancini et 
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al (1964), die in principe dezelfde techniek toepasten, konden helemaal geen 
binding van antilichamen aan granula meer aantonen Malaisse et al (1967), 
die de insuhnesecretie van geïsoleerde eilandjes van de rat onderzochten, 
vonden dat de aanwezigheid van antilichamen in hel medium de insuhnese-
cretie niet beïnvloedde 1 urcot-Lemay (1975) kon evenmin een invloed van 
antilichamen op de insuhnesecretie of op de structuur van de beta-cellen in 
geïsoleerde eilandjes aantonen, ook niet bij langdurige stimulatie Het is dus 
hoogst twijfelachtig geworden of insulinebindende antilichamen de endogene 
insuhnesecretie kunnen beïnvloeden 
8 ANTILICHAMEN EN HISTOLOGISCHE AFWIJKINGEN VAN DE PANCREAS 
In de literatuur is herhaaldelijk dierexperimenteel onderzoek beschreven, 
waarbij na immunisatie met insuline histologische afwijkingen in de pancreas 
werden gevonden In het reeds eerder aangehaalde onderzoek van Гогеьоп 
et al (1968) werd gezien dat immunisatie van konijnen met rundermsuline 
niet alleen leidde tot degranulatie van beta-cellen, maar ook tot een ,,insuli-
tis", d w / infiltratie met mononucléaire cellen Freytag et al (1973) vonden 
bij geïmmuniseerde muizen eveneens deze tekenen van insuhtis Dit kan 
worden uitgelegd als een cellulaire immuunrespons tegen endogeen insuline, 
veroorzaakt door injecties met een soortvreemd insuline Echter bij gebruik 
van sterk gezuiverd insuline (MC-insuhne) bleek het optreden van insuhtis 
uit te blijven (Klöppel en Freytag 1974), hetgeen erop wijst, dat het insuhne-
molecuul zelf toch niet verantwoordelijk is voor deze histologische afwijkin-
gen Mogelijk kunnen deze ontstaan door immunisatie tegen aanwezige 
bijproducten Al deze studies doen telkens weer de vraag rijzen of en in 
hoeverre insuline zelf als antigecn werkt 
Pancreasafwijkingen na passieve immunisatie гіщ eveneens gerappor­
teerd bij muizen is degranulatie en infiltratie van de eilandjes met verschil­
lende celtypen beschreven door Logothetopoulos (1968), terwijl Lacy en 
Wright (1965) tekenen van interstitiele pancreatitis vonden na injectie van 
anti-insulmeserum bij ratten 
De consequenties van de gevonden afwijkingen zijn onbekend Van de 
bevindingen gaat de suggestie uit dat het optreden van deze infiltratieve 
veranderingen de endogene insuhnesecretie nadelig beïnvloedt Dit staat 
echter geenszins vast Evenmin is aangetoond of dezelfde histologische 
afwijkingen ook bij de mens optreden 
9 INVIOED VAN INSULINEBINDFNDF ANTILICHAMEN OP DE BEHANDEL 
BAARHEID VAN DIABETES 
Uit tot nu toe beschreven onderzoek blijkt, dat de aanwezigheid van 
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circulerende insulinebindende antilichamen voor een betrekkelijk klein aan-
tal patiënten nadelige gevolgen kan hebben in de zin van insulineresistentie 
en allergische reacties. Vanaf 1972 echter verschenen publicaties, hoofdzake-
lijk van Dixon et al, waarin een gunstige invloed van de antilichamen voor de 
behandeling van vele diabetespatiënten aannemelijk werd gemaakt. Het 
gunstige effect van de antilichamen betrof hun werking als buffer: antilicha-
men - zo werd gesteld - kunnen, afhankelijk van hun affiniteit voor insuline, 
het geïnjiceerde insuline deels binden, maar bij een daling van de vrije 
insulineconcentratie kan dit gebonden insuline weer dissociëren. Hierdoor 
ontstaat een gelijkmatiger en langduriger vrije insulineconcentratie; met 
andere woorden: de antilichamen bufferen veranderingen in de vrije insuli-
neconcentratie, waardoor een insuline-afhankelijke diabetes stabieler wordt. 
Wanneer de antilichamen niet als buffer kunnen werken - omdat de concen-
tratie te laag is of omdat de affiniteit voor insuline erg hoog is - is er sprake 
van labiele diabetes. Deze hypothese werd getest in een onderzoek bij 19 
insuline-afhankelijke diabeten: 6 patiënten met labiele en 13 patiënten met 
stabiele diabetes (Dixon et al 1972). Zij waren als zodanig geselecteerd op 
grond van slechts enkele klinische gegevens: labiele patiënten hadden vaker 
hyper- en hypoglycaemieën en hun insulinedosis moest frequenter worden 
aangepast. Bij 2 van de 6 labiele diabeten werden zeer lage concentraties 
antilichamen gevonden en bij de overige 4 patiënten was de affiniteitscon-
stante significant lager dan bij de stabiele diabeten, hetgeen betekent, dat de 
affiniteit van de antilichamen voor insuline groter was (de affiniteitscon-
stante, K, was de concentratie vrij insuline, waarbij de concentratie bezette 
antilichamen gelijk is aan de concentratie onbezette antilichamen). 
In 1975 werden gegevens van een groter aantal patiënten gepubliceerd. 
Het betrof nu 39 patiënten met stabiele en 23 patiënten met labiele diabetes, 
als zodanig geselecteerd op grond van de „klinische indruk". Bij 17 van de 23 
labiele diabeten waren insulinebindende antilichamen niet of nauwelijks 
aantoonbaar, maar hetzelfde gold voor 15 van de 39 stabiele diabetcn. Bij 
deze laatste 15 patiënten moesten dus andere factoren de stabiliteit ver-
klaren. 
Het bufferend vermogen van de antilichamen werd weergegeven als dt/df, 
d.w.z. een getal, dat aangeeft hoe veranderingen in totale insulineconcentra-
tie (dt) samen gaan met veranderingen in de concentratie vrij insuline (df). Is 
dit getal groot, b.v. 6, dan wil dat zeggen - volgens Dixon - dat grote 
verschillen in de concentratie totaal insuline gepaard gaan met geringe 
veranderingen in de concentratie vrij insuline. Labiele patiënten hadden lage 
waarden, d.w.z. er was geen bufferende werking van de antilichamen. 
Stabiele diabcten hadden hogere waarden. 
Dit onderzoek verschafte dus argumenten, dat insulinebindende antilicha-
men de behandelbaarheid van diabetes gunstig of ongunstig konden beïn-
vloeden. Labiele diabetes ontstond bij afwezige of vrijwel afwezige antili-
chaamproductie of bij aanwezigheid van circulerende antilichamen met zeer 
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hoge of zeer lage affiniteit. Dixon werd hierin gesteund door Kerp et al 
(1968), die aantoonden, dat de aanwezigheid van antilichamen met overwe-
gend lage affiniteit voor insuline insulinesparend werkte: patiënten met 
voornamelijk dit type antilichamen hadden een significant lagere insulinebe-
hoefte dan patiënten met antilichamen met een overwegend hoge affiniteit. 
De implicaties van deze onderzoekingen leken niet gering. Juist in deze 
tijd werden sterk gezuiverde insulinepreparaten geïntroduceerd met als doel 
de antilichaamsproductie te verminderen ofte voorkomen. De resultaten van 
Dixon wezen erop. dat deze ontwikkeling nadelig zou kunnen zijn voor de 
behandelbaarheid van vele diabetespatiënten. Het was daarom van belang 
om de resultaten van Dixon al of niet te kunnen bevestigen en hiermee is één 
van de uitgangspunten van ons onderzoek aangegeven. 
10. MONOCOMPONENT INSULINE 
Steiner had in 1967 ontdekt, dat proinsuline o.a. ook bleek voor te komen 
in commerciële insulinepreparaten. In feite kan kristallijne insuline in 3 
componenten worden gescheiden, de a, b en с component. Schlichtkrull et al 
(1972) toonden aan, dat elk van deze componenten opnieuw verschillende 
producten bevatte. Met gel-electroforese bleek, dat a-component overeen­
kwam met langzaam migrerende banden met onbekende samenstelling. B-
component bevatte proinsuline, proinsuline-intermcdiairen en de dimeer van 
insuline. De c-component bevatte componenten als insuline-ethylester (een 
product dat ontstond ten gevolge van de alchoholextractie), monodesamido 
insuline, arginyl-insuline en uiteindelijk insuline; deze fracties konden met 
kolomchromatografie van elkaar worden gescheiden, zodat na een ingewik­
kelde procedure insuline in de meest zuivere vorm kon worden verkregen: 
monocomponent insuline (Novo), single-component insuline (Lilly) en rare-
immunogenic insuline (Nordisk). 
Zeer verrassend waren de bevindingen, dat monocomponent insuline 
afkomstig van rund of varken bij konijnen geen productie van insulincbin-
dende antilichamen veroorzaakte, terwijl dit duidelijk wel het geval was met 
proinsuline, a-component en vele malen omgekristalliseerde insuline van 
beide diersoorten (Schlichtkrull et al 1972). Bovendien bleek in hel dierexpe­
riment, dat reeds bestaande antilichamen bij voortgezette toediening van 
monocomponent insuline na ± 5 maanden waren verdwenen. De eerste 
resultaten bij patiënten lieten hetzelfde zien: bij tevoren onbehandelde 
diabeten konden tot ± 1 jaar na begin van de behandeling met monocom-
ponent insuline geen insulinebindende antilichamen worden aangetoond. De 
productie van antilichamen leek dus geheel of gedeeltelijk te wijten te zijn 
aan contaminatie met andere bestanddelen dan insuline, waardoor antilicha-
men ontstonden, die tevens met insuline en proinsuline konden reageren. 
Inmiddels is gebleken, dat de zg. conventionele insulinepreparaten ook 
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met andere dan insuline-achtige stoffen zijn gecontamineerd Bloom et al 
(1979) vonden in alle onderzochte insulinepreparaten significante hoeveelhe-
den pancreasglucagon, VIP, pancreatic polypeptide en somatostatine Bij 
vele patiënten, die met deze preparaten waren behandeld, konden antilicha-
men tegen deze hormonen worden gevonden, reden voor Bloom om te 
spreken over „dirty insulin". Al deze stoffen verdwijnen bij voortgezette 
zuivering: in monocomponent insulines en andere chromatografisch gezui-
verde insuline kon géén van de genoemde hormonen worden aangetoond en 
antilichamen ertegen bleken niet aanwezig te zijn bij patiënten, die met deze 
insulines waren behandeld 
11 INVI ObD VAN BEHANDELING MET STERK GEZUIVERDE INSULINEPREPA-
RATEN OP DE ANTILICHAAMCONCEN TRA ΓΙΕ 
Hierna zijn vele studies gepubliceerd, waarbij de antigene werking van 
sterk gezuiverde insulinepreparaten is onderzocht. Een eerste type onder­
zoek betreft kwantitatieve bepalingen van insulinebindende antilichamen bij 
tevoren onbehandelde diabeten*. Deze studies hebben vaak als nadeel dat 
het patientenaantal klein is en dat de toch al korte follow-up periode van 1 
jaar niet bij iedere patient wordt gehaald Uitzondering hierop vormt b.v. 
het onderzoek van Weber et al (1978), die bij 18 van de 19 kinderen een 
lang/aam stijgende antilichaamproductie tijdens behandeling met monocom­
ponent insuline vonden, waarbij aan het eind van de follow-up periode van 2 
jaar de hoogste bindingscapaciteit was bereikt. Deze bedroeg gemiddeld 0 74 
mE/ml Bij 21 kinderen behandeld met conventionele insulinepreparaten 
was de hoogste bindingscapaciteit al bij 1 jaar bereikt (gemiddeld 5 16 mE/ 
ml) en deze daalde vervolgens tot gemiddeld 2 83 mE/ml aan het einde van 
het 2e jaar. 
Bruni et al (1978) vervolgden hun patiënten 5 jaar en vonden bij 13 patiënten 
behandeld met monocomponent insuline aan het eind van deze periode een 
bindingscapaciteit van gemiddeld. 0.10 mE/ml Deze bedroeg bij 10 
patiënten, behandeld met conventionele insuline, na 5 jaar gemiddeld 0 80 
mE/ml Deze en andere studies (Âkerblom en Makela 1977, Frenchs et al 
1975, Kumar et al 1973) illustreren, dat tijdens behandeling met monocom-
ponent insuline de antilichaamsproductie weliswaar geringer is maar lang 
met altijd volledig uitblijft. Bovendien vonden Brum et al (1978) bij enkele 
patiënten, behandeld met monocomponent insuline, naast insulinebindende 
antilichamen ook antilichamen tegen a-component. Yue en Turtle (1975) 
vonden bij 4 van de 7 onderzochte diabeten na 4-10 maanden behandeling 
* Andream et al 1972, Korp en Lcvett 1974, Mirouze et al 1973 Czvzvk et al 1974, Weber et al 
1974, Ortved Andersen 1975, Frenchs et al 1974 Akerblom en Makela 1977. Bruni et al 1978, 
Weber et al 1978 
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met monocomponent insuline een antilichaamproductie met een bindingsca-
paciteit die zelfs 8 5 mE/ml kon bedragen Bij 2 patiënten bleken met alleen 
antilichdmen tegen insuline, maar ook tegen proinsuhne aanwezig te /ijn 
Nadere analyse van de gebruikte insulinepreparaten leerde, dat deze nog de 
dimeer van insuline, proinsuhne en monodesamido insuline bevatten Het is 
mogelijk, dat deze bijproducten voorkomen deels door een met volmaakt 
productieproces, deels ten gevolge van langdurige opslag van de preparaten 
Daarnaast blijkt uit al deze studies, in tegenstelling tot de bevindingen van 
Schhchtkrull, dat de mogelijkheid niet is uitgesloten, dat insuline zelfs in de 
meest zuivere vorm toch de vorming van anlihchamen kan induceren 
Een ander aspect betreffende de immunogemciteit is onderzocht door 
patiënten, die langdurig met conventionele insulines behandeld waren, om te 
zetten op behandeling met gezuiverde insulines* Uit deze studies komt naar 
voren, dat bij groepen patiënten gemiddeld de bindingscapaciteit voor insu-
line in het plasma meestal zeer geleidelijk of in fluctuaties verlopend daalt 
Zo vonden Heding et al (1980) bij 92 patiënten gemiddeld een 54% daling 
van de concentratie van insulinebindende antilichamen na gemiddeld 3,2 
jaar, gepaard gaande met een daling in concentratie totaal insuline van 
gemiddeld 1141 μΕ/ml (range 10-9120) tot 522 ¿iE/ml (range 6-3520) De 
mate en snelheid van daling verschilden individueel sterk In het onderzoek 
van Yue en Turtle (1975) kon bij 14 patiënten na 7-11 maanden behandeling 
met monocomponent insuline geen daling van antihchaamproductie worden 
vastgesteld, maar zoals al eerder gezegd, de insulinepreparaten bleken niet 
zuiver genoeg Maar ook in vrijwel alle andere publicaties worden patiënten 
beschreven, bij wie de bindingscapaciteit voor insuline niet afneemt en zelfs 
stijgt Blijkbaar is ge/uiverde insuline, dat op zich een geringe antigene 
werking heeft, m staat om bij eenmaal gesensibiliseerde patiënten de antih-
chaamproductie te blijven stimuleren 
Behandeling met sterk gezuiverde insulinepreparaten heeft wel tot gevolg, 
dat de antihchaamproductie, gericht tegen andere substanties dan insuline 
zoals a-component, proinsuhne, glucagon en pancreatic polypeptide bij 
vrijwel iedereen sterk afneemt (Kurtz et al 1980, Heding et al 1980) In het 
onderzoek van Kurtz (1980) was bij 30 patiënten na gemiddeld 30 maanden 
behandeling met sterk gezuiverde varkensinsuline een daling van gemiddeld 
50% opgetreden van de concentratie antilichamen tegen proinsuhne en 
glucagon, terwijl antilichamen tegen pancreatic polypeptide na de/e tijd met 
meer aantoonbaar waren 
* Andreanictal 1972 Czyzvk et al 1974 Yuc en Turtle 1975 Vmik et al 1976 Devlin et al 1976 
Oaklyl976 Mustaffa et al 1977 Brum et al 1978 Asplm et dl 1978 Kurtz et al 1980 Heding et al 
1980 
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12. INVLOED VAN STERK GEZUIVERDE INSULINEPREPARATEN OP DE INSULI-
NEDOSIS 
Uiteraard is onderzocht, of een overgang naar behandeling met sterk 
gezuiverde insulines een daling van de insulincbehoefte veroorzaakt. Indivi-
duele patiënten zijn beschreven (Logie en Stowers 1976. Holt 1976) bij wie in 
enkele dagen een dramatische daling in insulincbehoefte plaats vond. Ook in 
groepen patiënten zijn dalingen van de insulinebehoefte beschreven (Andre-
ani et al 1979, Asplin et al 1978, Oakley 1976, Mustaffa et al 1977, Griffin et 
al 1979), vooral bij patiënten, bij wie tevoren een grote insulinebehoefte 
bestond (Asplin) of bij wie in het plasma een hoge bindingscapaciteit 
aanwezig was (Mustaffa). De grootte in daling van de insulinebehoefte was 
soms niet (Asplin) en soms wel (Oakley, Mustaffa) gecorreleerd met de 
daling van de bindingscapaciteit. Bezwaren van alle studies zijn, dat de 
gebruikte onzuivere en gezuiverde insulinepreparaten van elkaar verschillen 
in afkomst (rund en varken) en eigenschappen als b.v. werkingsduur. Boven-
dien kan een daling van de insulinebehoefte ook gezien worden bij een 
betere controle van arts en patiënt. Het staat dus geenszins vast, dat daling 
van de concentratie insulinebindende antilichamen gepaard gaat met een 
lagere insulinebehoefte bij niet-insulineresistente patiënten. 
13. INVLOED VAN GEZUIVERDE INSULINEPREPARATEN OP HET VOORKOMEN 
VAN ALLERGISCHE REACHES EN VETATROFIE 
Algemeen heerst de opvatting, dat lokale of gegeneraliseerde allergische 
reacties ten gevolge van insulinetoediening nog maar uiterst zelden voorko-
men bij gebruik van sterk gezuiverde insulines. Er zijn echter 2 patiënten in 
de literatuur beschreven, bij wie het optreden van gegeneraliseerde urticaria 
volgde op toediening van monocomponent insuline (Simmonds et al 1980, 
Leslie 1977). Daarnaast zijn individuele waarnemingen beschreven, waarbij 
deze afwijkingen juist verdwenen door overschakeling op behandeling met 
monocomponent insuline (Vinik en Jackson 1975, Teuscher 1975, Bruni et al 
1973). Ook bestaande lokale allergische reacties kunnen met monocompo-
nent insuline verdwijnen (Yue en Turtle 1975, Bruni et al 1973). Hetzelfde 
geldt voor insulineresistentie (Teuscher 1975). Monocomponent insuline lijkt 
ook de vetatrofie te laten verdwijnen (Daggett 1977), hoewel Hulst (1976) 
dezelfde verbeteringen beschreef door conventionele insulines in de atrofi-
sche gebieden te blijven injiceren. 
14. SAMENVATTING 
Behandeling met conventionele, d.w.z. niet sterk gezuiverde insulinepre-
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paraten veroorzaakt /onder uitzondering de vorming van circulerende insuli-
nebindende antilichamen, die exogeen toegediend en mogelijk ook eventueel 
nog geproduceerd endogeen insuline reversibel kunnen binden Bij een 
relatief klein aantal patiënten treden ten gevolge van de antilichaamproduc-
tie complicaties op als insulineresistentie en allergische reacties De antigene 
werking van insuline kan verklaard worden uit de kleine verschillen in 
aminozuursamenstelling tussen menselijke insuline enerzijds en varkens- of 
rundennsuline anderzijds Door de gebleken contaminatie van conventio-
nele insulinepreparaten met een aantal insuline-achtige stoffen is de antigem-
citeit van het insulinemolecuul zelf in twijfel getrokken Behandeling met 
sterk gezuiverde insulinepreparaten bij patiënten, die tevoren conventionele 
insulines kregen toegediend, veroorzaakt dan ook een langzame daling van 
de bindingscapaciteit in het plasma voor insuline, terwijl allergische reacties 
en insulineresistentie vrijwel niet meer voorkomen Niettemin is gebleken, 
dat behandeling met deze nieuwe preparaten bij tevoren onbehandelde 
patiënten toch tot antilichaamproductie aanleiding geeft, zij het in veel 
geringere mate dan tijdens de conventionele therapie Een belangrijke 
betekenis van de antilichamen zou kunnen zij het effect op de behandelbaar-
heid van diabetes, veroorzaakt door het feit, dat, afhankelijk van bindingsca-
paciteit en bindingseigenschappen, de antilichamen bij sommige patiënten 
als een reservoir voor insuline dienst doen waardoor een stabiele instelling 
ontstaat Wanneer dit mechanisme niet functioneert, omdat de bindingscapa-
uteit te laag is of de affiniteit voor insuline zeer hoog of zeer laag is, zou een 
labiele diabetes kunnen ontstaan Deze mogelijke verklaring voor labiele en 
stabiele diabetes, die steun vond in de publicaties van met name Dixon et al 
(1972, 1975) vormde een van de uitgangspunten van dit proefschrift 
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HOOFDSTUK IV 
GLUCAGON EN INSULINE-AFHANKELIJKE DIABETES 
1. INLEIDING 
Glucagon wordt geproduceerd door de A-cellen in de eilandjes van 
Langerhans. Daarnaast zijn bij sommige diersoorten glucagonproducerende 
A-cellen tevens aanwezig in het slijmvlies van maag en proximale dunne 
darm (Orci et al 1968, Dobbs et al 1975, Sasaki et al 1975). Dit is de reden, 
dat bijv. bij honden na een pancreatectomie normale plasmaglucagoncon-
centraties worden gemeten (Vranic et al 1974). Bij de mens zijn A-cellen in 
de tractus digestivus eveneens herkend (Munoz-Barragan et al 1977). Het is 
niet zeker of deze buiten de pancreas gelegen cellen bij de mens in staat zijn 
om glucagon (MG = 3500) te produceren. Glucagon bezit een aantal 
biologische effecten, die lijnrecht staan tegenover die, welke in dezelfde 
organen door insuline worden veroorzaakt. Dit betreft in de lever remming 
van glycogeen-synthese, stimulering van glycogenolyse en gluconeogenese en 
bevordering van ketogenese, terwijl in vetweefsel de lipolyse wordt gestimu-
leerd (Unger 1974). Op de perifere utilisatie van glucose heeft glucagon geen 
effect. (Pozefsky et al 1976)*. 
Hoewel deze effecten van glucagon in geïsoleerde cellen en weefsels 
overtuigend zijn aangetoond, ook bij concentraties zoals die in het perifere 
bloed voorkomen, bestaan er over de fysiologische en pathofysiologische 
betekenis van glucagon controversiële standpunten. Deze zullen hieronder in 
het kort worden besproken. 
2. DE FYSIOLOGISCHE ROL VAN GLUCAGON 
Het feit, dat de plasmaglucagonconcentratie stijgt telkens wanneer de 
beschikbaarheid van glucose voor perifere weefsels onvoldoende is of onvol-
doende dreigt te worden, pleit voor de opvatting, dat glucagon een belang-
rijke rol speelt bij de handhaving van de normale bloedsuikerconcentratie. 
Zo gaat een artificieel veroorzaakte hypoglycaemie altijd gepaard met een 
sterke toename in glucagonsecretie, waarbij er een omgekeerde relatie 
* Overige biologische effecten van glucagon blijven hier onbesproken. 
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bestaat tussen glucose- en glucagonconcentratie (Ohneda et al 1969). De 
toegenomen secretie tijdens langdurig vasten kan ervoor dienen, dat een 
toereikende endogene glucoseproductie wordt gehandhaafd (Unger et al 
1963, Aquilar-Parada et al 1969). De glucagonstijging optredend bij zware 
lichamelijke inspanning (Böttger et all972), gestimuleerd door de toegeno-
men secretie van catecholaminen, kan eveneens worden beschouwd als een 
middel, waardoor hypoglycaemie kan worden voorkomen. Hetzelfde geldt 
voor de glucagonstijging, optredend bij een maaltijd, die uit overwegend 
eiwitten bestaat: aminozuren stimuleren daarbij de secretie van insuline, 
waardoor hypoglycaemie zou ontstaan, als niet tegelijkertijd de endogene 
glucoseproductie zou toenemen (Müller et al 1970). Wanneer gelijktijdig met 
eiwitten ook glucose wordt toegediend is geen toename van de endogene 
glucoseproductie meer nodig; stimulering van de glucagonsecretie blijft dan 
ook uit. 
Naast de stimulering van de glucagonsecretie door hypoglycaemie veroor-
zaakt hyperglycaemie bij niet-diabeten een onmiddellijke suppressie van de 
glucagonsecretie (Ohneda et al 1969), een mechanisme, waarvoor het 
bestaan van een intakt glucosemetabolisme in de A-cel noodzakelijk is. 
Mannoheptulose en 2-deoxyglucose, die het intracellulaire glucosemetabo-
lisme blokkeren, en experimentele insulinedeficiëntie veroorzaken nl. een 
stijging van de glucagonconcentratie, ongeacht de hoogte van de plasmaglu-
coseconcentratie (Müller et al 1971). Ook een maaltijd van louter koolhydra-
ten veroorzaakt een suppressie van de glucagonsecretie, waardoor de endo-
gene glucoseproductie, die op dat moment niet nodig is, wordt geremd 
(Muller et al 1970). De reciproke veranderingen in de concentraties van 
insuline en glucagon tijdens natuurlijke omstandigheden als vasten, koolhy-
draatvoeding enz. pleiten voor de opvatting, dat glucagon samen met insuline 
betrokken is bij de regulatie van het bloedsuikergehalte. 
Een fysiologische rol van glucagon bij regulering van lipolyse en ketoge-
nese is in vivo minder duidelijk aantoonbaar. Bij ratten veroorzaakte hyper-
glucagonemie een toegenomen kelonenproductie, mits de FFA-spiegels 
waren verhoogd (McGarry et al 1975) en bij de mens is glucagon althans in 
farmacologische concentraties in staat gebleken om verhoogde concentraties 
FFA en ketonen te veroorzaken (Schade en Eaton 1975). Verhoogde FFA-
concentraties daarentegen bleken in sommige studies remmend te werken op 
de glucagonsecretie (Gerich et al 1976, Luyckx et al 1978). Hieruit lijkt het 
waarschijnlijk, dat lipolyse en ketogenese eveneens onder controle staan van 
glucagon. 
Door de ontdekking dat somatostatine (ST) niet alleen de secretie van 
groeihormoon remt (Brazeau et al 1973) maar ook de secretie van insuline en 
glucagon werd de mogelijkheid geschapen om de fysiologische rol van 
glucagon nader te onderzoeken. In vele onderzoekingen (o.a. Alford et al 
1974, Gerich et al 1975, Wahren et al 1977) is aangetoond, dat tijdens ST-
infusie de glucoseproductie door de lever en de plasmaglucoseconcentratie 
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dalen, ondanks de ontstane insulinedeficiëntie. Wanneer gelijktijdig met ST 
glucagon wordt toegediend, waardoor een geïsoleerde insulinedeficiëntie 
ontstaat, stijgt de plasmaglucoseconcentratie. gepaard gaande met een toe-
name in de endogene glucoseproductie. Tijdens geïsoleerde glucagondefi-
ciëntie echter en onder handhaving van basale insulineconcentraties (infusie 
van ST + insuline) dalen de plasmaglucoseconcentratie en endogene gluco-
seproductie progressief (Liljenquist et al 1977, Lickley et al 1979). De 
endogene glucoseproductie lijkt dus afhankelijk te zijn van de aanwezigheid 
van glucagon. 
Mede gesteund door de in vivo aangetoonde anti-insuline effecten van 
glucagon heeft vooral Unger (1974) de hypothese verdedigd, dat insuline en 
glucagon een bihormonaal regulatiesysteem vormen, waarbij de relatieve 
concentratie van insuline ten opzichte van die van glucagon (de insuline/ 
glucagon ratio) in omstandigheden als vasten, na maaltijden, tijdens lichame-
lijke inspanning, stress en infecties bepaalt of koolhydraten, vetten en 
eiwitten in weefsels worden opgeslagen dan wel worden gemobiliseerd ten 
einde te voldoen aan de energiebehoefte. Passend in de hypothese van Unger 
was de bevinding, dat insuline en glucagon eikaars secretie kunnen beïnvloe-
den: glucagon stimuleert de secretie van insuline en insuline remt de gluca-
gonsecretie (Samols et al 1965, 1976). 
Het is mogelijk, dat ook somatostatine, dat o.a. geproduceerd wordt door 
in de eilandjes aanwezige D-cellen (Polak et al 1975) en dat de secretie van 
insuline en glucagon remt (Alberti et al 1973, Koerker et al 1974, Le Blanc et 
al 1975), maar zelf door glucagon wordt gestimuleerd (Patton et al 1977), een 
rol speelt in dit regulatiesysteem, waardoor een gecoördineerde secretie van 
insuline en glucagon kan plaats vinden. 
Morfologische studies steunen de opvattingen van Unger. Door Orci et al 
(1975) is aangetoond, dat tussen А, В en D-cellen directe verbindingswegen 
bestaan middels de z.g. gap-junctions, via welke kleine moleculen kunnen 
passeren en waardoor mogelijk wederzijds de celfunctie direct beïnvloed kan 
worden. Geopperd is voorts, dat ook via de interstitiële ruimte (de para-
criene route) de hormonen eikaars secretie direct kunnen beïnvloeden 
(Unger en Orci 1977). 
Tegenover de opvatting, dat glucagon essentieel is bij de regulatie van de 
plasmaglucoseconcentratie kunnen een aantal tegenargumenten worden 
geplaatst, waaruit de conclusie is getrokken, dat glucagon geen rol van 
betekenis speelt zolang er geen insulinedeficiëntie bestaat (Sherwin et al 
1976). Experimenten, waarbij glucagon intraveneus wordt toegediend bij 
normale proefpersonen, hebben meestal een beperkte waarde, omdat een 
hoge glucagonconcentratie de secretie van insuline stimuleert. In het onder-
zoek van Sherwin et al (1976) echter werd de plasmaglucagonconcentratie 
verhoogd van ± 100 pmol/ml tot ± 300 pmol/ml, waarbij de insulinecon-
centratie onveranderd blijft. Ondanks de verlaagde I/G ratio steeg de 
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plasmaglucoseconcentratie niet. Zonder hel bestaan van insulinedefieiëntie 
werd de hoogte van de plasmaglucoseconcentratie dus niet beïnvloed door 
fysiologische concentraties glucagon. Maar zelfs wanneer insulinedefieiëntie 
middels infusie van ST werd veroorzaakt bleek de rol van glucagon beperkt. 
Zo toonde Sherwin et al (1977) aan, dat ST-infusie bij normale proefperso-
nen slechts een tijdelijke, ± 2 uur durende daling veroorzaakte van de 
glucoseproductie en glucoseconcentratie. Hetzelfde vonden Liljenquist el al 
(1977) en Altzuler et al (1975). Gelijktijdige infusie van glucagon en ST 
veroorzaakte in het onderzoek van Sherwin et al (1977) weliswaar een 
stijging van glucoseproductie en glucoseconcentratie, maar ook dit was 
ondanks voortgezette infusie een tijdelijk effect. Wat betreft de overige 
effecten van glucagon: Schade en Eaton (1976) hebben aangetoond, dat 
tijdens infusie van glucagon bij normale proefpersonen, waardoor glucagon-
concentraties van ± 300 pmol/ml werden bereikt en de plasma insulinecon-
centratie slechts met gemiddeld 2.4 μΕ/ml steeg, geen versterkte ketogencse 
ontstond, zelfs niet tijdens hoge door héparine geïnduceerde FFA-spiegels. 
Alléén tijdens een door ST teweeggebrachte insulinedeficiënlie bleek infusie 
van glucagon lipolyse en ketogencse te veroorzaken (Gerich et al 1976). Ook 
bij honden is aangetoond, dat hoge glucagonconcentraties in de fysiologische 
range bij onveranderde insulineconcentraties geen lipolyse veroorzaken 
(Müller et al 1977). 
Hoe aantrekkelijk de hypothese van Unger ook moge zijn, het functione-
ren van een bihormonaal regulatiesysteem lijkt dus niet onder alle omstan-
digheden op te gaan. 
3. DE HYPERSECRETIE VAN GLUCAGON BIJ DIABETES MELLITUS 
In zeer vele publicaties (o.a. Aquilar-Parada et al 1969, Müller et al 1970, 
Unger et al 1970, Ohneda et al 1975, Raskin et al 1975) is aangetoond, dat 
vrijwel iedere vorm van diabetes gepaard gaat met een absolute of relatieve 
hyperglucagonemie. Onder relatieve hyperglucagonemie wordt verstaan een 
in absolute zin normale glucagonconccntratie, die echter met betrekking tot 
de aanwezige glucoseconcentratie te hoog is. Bij diabetes wordt de glucagon-
secretie dus niet door hyperglycaemie geremd. Bovendien is gebleken, dat 
tijdens intraveneuze toediening van aminozuren (b.v. arginine) een veel 
grotere secretie van glucagon optreedt dan normaal (Unger et al 1970, Wise 
et al 1973, Gerich et al 1974). Deze afwijkende secretiepatronen bestaan bij 
primaire diabetes (type 1 en 2), maar ook bij experimenteel veroorzaakte 
diabetes, ontstaan na toediening van b.v. alloxan, streptozotocine, anti-
insulineserum of diazoxide (Katsilambros et al 1970, Müller et al 1971). 
Uitzondering hierop is waarschijnlijk de diabetes; die bij de mens ontstaat na 
pancreatectomie (Barnes 1976) of die bij sommige gevallen van chronische 
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pancreatitis (Kalk et al 1974) optreedt. Overigens bestaat er twijfel, of in 
deze situaties niet toch glucagonsecretie van extrapancreatische oorsprong 
kan bestaan. 
4. OORZAKEN VAN DE HYPERSECRETIE VAN GLUCAGON 
Over de oorzaak van de veranderde A-cel functie bij diabetes bestaan twee 
theorieën. Unger stelt, dat diabetes een bihormonale ziekte is, waarbij er -
naast een abnormaal functionerende B-cel - een primair defect van de A-cel 
bestaat, dat gekarakteriseerd kan worden als een primaire ongevoeligheid 
voor glucose (de double-trouble theorie. Unger 1975). Met name Sherwin en 
Felig hebben daarentegen betoogd, dat de afwijkende A-cel functie louter 
het gevolg is van insulinedeficicntie (Felig et al 1976). Unger baseert zijn 
hypothese op o.a. de volgende argumenten. Gebleken is, dat experimenteel 
veroorzaakte diabetes gepaard gaat met hyperglucagonemie, die echter 
volledig verdwijnt door insulinetoediening (Braaten et al 1974). Bij primaire 
diabetes is dit niet het geval. Tijdens i.v. infusie van glucose en insuline bij 
type 1 diabeten, waarbij normale plasmaglucoseconcentraties werden 
bereikt, daalde de glucagonconcentratie wel, maar deze werd niet normaal 
(Gerich et al 1976, Raskin et al 1975). Alleen farmacologische insulinecon-
centraties bleken in staat om de glucagonsuppressie door glucose te normali-
seren. Evenzo bleek in het onderzoek van Raskin (1978), dat intensieve 
behandeling van type 1 diabeten met meerdere insuline-injecties subcutaan 
per dag weliswaar leidde tot hoge insulineconcentraties en een sterk verbe-
terde instelling, maar de glucagonconcentraties bleven verhoogd. Een ander 
argument vormt de afwezige of sterk verlaagde stimulering van de glucagon-
secretie tijdens hypoglycaemie bij type 1 diabeten (Gerich et al 1973). 
De A-cel reageert dus afwijkend op zowel hyper- als hypoglycaemie en 
hyperglucagonemie blijft aanwezig ondanks normale of verhoogde insuline-
concentraties. Daarentegen is bij diabetes de suppressie van de glucagonse-
cretie door hoge FFA-concentraties niet gestoord (Gerich et al 1976), 
hetgeen pleit voor het bestaan van een selectieve ongevoeligheid van de 
diabetische A-cel voor glucose. 
Er zijn talrijke tegenargumenten aan te voeren. Op de eerste plaats kan de 
glucagonsuppressie door insuline bij experimentele diabetes gebruikt worden 
als een argument, dat insulinedeficiëntie kennelijk hyperglucagonemie kan 
veroorzaken. Vervolgens is door meerdere onderzoekers aangetoond 
(Gerich 1975, 1976, Raskin 1976), dat bij type 1 diabeten de overdreven 
glucagonsecretie tijdens i.v. toediening van arginine normaal wordt, wanneer 
gelijktijdig insuline wordt toegediend. De abnormale glucagonrespons op 
arginine is klaarblijkelijk eveneens het gevolg van insulinedeficiëntie. Toch 
sluiten deze bevindingen het bestaan van een selectieve ongevoeligheid van 
A-cel voor glucose niet uit. 
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Een ander argument is het volgende de hoogste glucagonconcentraties 
onder pathofysiologische omstandigheden worden gevonden tijdens een 
diabetische ketoacidose (Muller et al 1973) Uit het onderzoek van Muller et 
al (1973) en Perry-Keene et al (1977) blijkt, dat deze binnen enkele uren na 
het begin van de behandeling normaliseren Dit pleit ervoor, dat de hyperse­
cretie van glucagon onafhankelijk is van een insulinetekort Bovendien vond 
Larkins (1978), dat de glucagonsuppressie door ι ν glucose bij diabeten na 
3,5 maanden behandeling met subcutane injecties insuline even groot was als 
bij met-diabeten 
Het sterkste argument is, dat behandeling van type 1 diabeten met de zg 
artificiële B-cel kan leiden tot normale of vrijwel normale plasmaglucosccon-
centraties gedurende de 24 uur, waarbij ook de glucagonconcentraties nor-
maal worden (Horwitz et al 1979, Hanna et al 1980) Dit pleit bijzonder sterk 
tegen het bestaan van een primair defect van de A-cel 
5 DE BETEKENIS VAN GLUCAGON BIJ DIABETES MELLITUS 
Over de betekenis van absolute of relatieve hyperglucagonemie bij diabe-
tes mellitus bestaan eveneens uiteenlopende standpunten Wanneer bij 
honden met alloxan-diabetes somatostatine wordt toegediend, dan daalt de 
plasmaglucoseconcentratie tot hypoglycaemische waarden (Dobbs et al 1975, 
Sakurai et al 1974 en 1975) Na beëindiging van de ST-infusie stijgen de 
concentraties van zowel glucose als glucagon, onderling significant gecorre-
leerd Dezelfde onderzoekers hebben aangetoond, dat bij honden na pancre-
atectomie het ontstaan van hyperglycacmie kan worden voorkomen, wan-
neer extrapancreatische glucagonsecretie door ST wordt onderdrukt 
Ondanks het bestaan van insuhnedeficientie ontstaat tijdens ST-infusie geen 
hyperglycaemie, tenzij gelijktijdig glucagon wordt toegediend 
Hieruit is de conclusie getrokken, dat de aanwezigheid van glucagon 
noodzakelijk is voor het ontstaan van het volledige diabetische syndroom 
(Unger en Orci 1975), een stelling, die door een reeks van indrukwekkende 
experimenten is onderbouwd Bij type 1 diabeten heeft suppressie van 
glucagonsecretie door ST ingrijpende gevolgen voor de plasmaglucosecon-
centratie met alleen daalt de nuchtere bloedsuikerconcentratie, maar ook 
zijn de glucosestijgingen na de maaltijden veel geringer (Ward et al 1974, 
Gench et al 1974) In het onderzoek van Gench et al (1974) bleek, dat 
wanneer de gebruikelijke subcutane insulinetocdiemng gepaard ging met 
continue infusie van ST, de plasmaglucoseconcentratie na de maaltijden met 
steeg en zelfs daalde Raskin en Unger (1978) toonden aan, dat ST, toege-
voegd aan een constante en continue ι ν insulme-infusie de instelling van de 
diabetes (gemeten aan plasmaglucoseconcentraties, glucosurie en ketonune) 
bij patiënten, die overigens hun gebruikelijke dieet volgden, drastisch verbe-
terde Dit effect werd te niet gedaan, wanneer gelijktijdig met ST en insuline 
69 
glucagon werd geïnfundeerd. Ook glucagoninfusie alléén bleek een ontrege-
ling bij type 1 diabeten tijdens i.v. insuline therapie te kunnen veroorzaken 
(Raskin en Unger 1977). Liljenquist et al (1974) en Schade en Eaton (1975) 
hebben bevestigd, dat i.v. glucagon toediening zowel in farmacologische als 
in fysiologische doses bij type 1 diabeten leidde tot toegenomen glucose- en 
kelonenproductie. 
Alberti et al (1975) vonden bij 3 diabeten, bij wie zich na het staken van de 
insulinetoedicning een ketoacidose manifesteerde, een significante correlatie 
tussen de plasmaconcentraties van glucagon en ketonen, hetgeen sugge-
reerde, dat glucagon mede bepalend is voor het ontstaan van de diabetische 
ketoacidose. En tenslotte toonden Gerich et al (1975, 1977) aan, dat na het 
staken van de insulinetoedicning bij type 1 diabeten het ontstaan van een 
diabetische ketoacidose kon worden verhinderd, wanneer de glucagonsecre-
tie maar werd onderdrukt door ST. Uit deze onderzoekingen zou inderdaad 
de conclusie kunnen worden getrokken, dat glucagon essentieel is voor het 
ontstaan van het volledige acute diabetische syndroom en voorts, dat gluca-
gonsupprimerende middelen mogelijk gebruikt zouden kunnen worden bij 
de behandeling van insuline-afhankclijke diabetes. Op dit laatste punt zal 
later worden teruggekomen. Eerst dienen nu tegenargumenten betreffende 
de essentiële rol van glucagon bij diabetes te worden vermeld. 
Sherwin et al (1977) hebben aangetoond, dat ST toediening bij diabeten 
weliswaar de plasmaglucoseconcentratie deed dalen, maar dit bleek slechts 
een tijdelijk effect te zijn. Ondanks voortgezette suppressie van de glucagon-
secretie bleek na ongeveer 1 uur de glucoseconcentratie toch weer te stijgen 
door een combinatie van toegenomen glucoseproductie en verminderde 
glucose-utilisatie; beide effecten konden ongedaan worden gemaakt door 
insuline toe te dienen. Tamborlane et al (1977) vonden hetzelfde: tijdens ST-
infusie bij diabeten ontstond na een aanvankelijke daling toch weer een 
stijging in de concentratie van glucose terwijl de ketonenconcentratie pro-
gressief steeg. Insulinedeficiëntie was kennelijk dus toch belangrijker dan 
glucagonproductie. 
De door Gerich aangetoonde reductie van de postprandiale hyperglycae-
mie tijdens ST-infusie kon in het onderzoek van Wahren en Felig (1976) 
verklaard worden uit het feit, dat ST de absorptie aanzienlijk bleek te 
remmen, hetgeen samenging met ± 30% afname van de bloedstroom in het 
splanchnicusgebied. 
Het argument, dat glucagon noodzakelijk is voor het ontstaan van het 
volledige acute diabetische syndroom is weerlegd door Barnes et al (1976, 
1977). Bij patiënten na een pancreatectomie, bij wie geen glucagon meer 
aantoonbaar was, bleek na staken van de insulinetoedicning wel degelijk 
hyperglycaemie en een ketoacidose te ontstaan. Wel bleek de stijging in 
concentratie van glucose en ketonen sneller te verlopen bij type 1 diabeten, 
bij wie eveneens de insulinetoedicning werd gestaakt. In aanwezigheid van 
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glucagon traden de gevolgen van insulinedeficiëntie dus in een sneller tempo 
op. Ook de studies, waarbij infusie van glucagon bij type 1 diabeten een 
ontregeling veroorzaakte, kunnen worden gerelativeerd. Bomboy et al 
(1977) toonden aan, dat glucagonconcentraties van 300-600 pg/ml bij type 1 
diabeten (± 24 uur na de laatste insuline injectie) slechts een tijdelijke, ± 
1 uur durende toename van de endogene glucoseproductie veroorzaakten, 
gepaard gaande met een lichte stijging van de plasmaglucoseconcentratie. 
In het onderzoek van Clarke et al (1978) hadden hoge glucagonconcentra-
ties zonder de gelijktijdige aanwezigheid van insulinedeficiëntie geen effect: 
bij type 1 diabeten, die met behulp van de artificiële B-cel euglycaemisch 
waren gemaakt, veroorzaakte infusie van glucagon géén toename van de 
plasmaglucoseconcentratie of van de insulinebehoefte. Ook onder meer 
fysiologische omstandigheden veroorzaakte langdurige infusie van glucagon 
bij type 1 diabeten tijdens voortzetting van dieet en insulinetherapie geen 
verandering van de plasmaglucose- en ketonenconcentratie. Alléén bij sta-
ken van de insulinetoediening veroorzaakte glucagoninfusie een uilgespro-
ken hyperglycaemie (Sherwin et al 1976, 1977). De conclusie die uit deze 
reeks van experimenten getrokken kan worden is dus wezenlijk anders: 
glucagon is niet essentieel voor het ontstaan van het acute diabetische 
syndroom; zolang insuline beschikbaar is werkt glucagon niet hyperglycae-
misch. Pas wanneer insulinedeficiëntie optreedt worden de nadelige effecten 
van glucagon ontmaskerd. 
6. CONCLUSIE EN BESCHOUWING 
Er bestaan dus nogal verschillende opvattingen over de betekenis van 
glucagon en het is niet goed mogelijk om op grond van feitelijke gegevens 
partij te kiezen. De opponenten bestrijden elkaar bovendien wat betreft de 
uitvoering van experimenten en onderzoekmethoden, waardoor een stand-
puntbepaling niet gemakkelijker wordt. Niettemin is de fysiologische beteke-
nis van glucagon bij dreigende hypoglycaemie zoals bij eiwitrijke maaltijden 
en vasten het minst omstreden. Bij diabetes mellitus wordt de nadelige 
invloed van glucagon op de stimulering van de endogene glucoseproductie en 
ketogenese tijdens hypo-insulinemie evenmin aangevochten. 
Of glucagon de behandelbaarheid van diabetespatiënten nadelig beïn-
vloedt is onbekend.Meting van glucagonconcentraties bij groepen labiele en 
stabiele patiënten, zoals in dit proefschrift wordt beschreven, is nooit ver-
richt. Wel is gebleken, dat tijdens suppressie van de glucagonsecretie -
middels infusie van somatostatine gedurende hooguit enkele dagen - de 
hoogte en de fluctuaties van de plasmaglucoseconcentratie en ook de insuli-
nebehoefte afnamen, maar dit is evengoed verklaarbaar door andere effecten 
van somatostatine, zoals het onderzoek van o.a. Wahren en Felig (1976) 
aantoonde. Gebleken is, dat somatostatine naast suppressie van insuline- en 
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glucagonsecretie een groot aantal andere effecten heeft: genoemd is al de 
remming van absorptie en bloedstroom in het splanchnicus gebied tijdens 
farmacologische concentraties somatostatine. Fysiologische concentraties 
veroorzaken remming van groeihormoon- en TSH-secretie, en remming van 
secretie van een groot aantal peptiden in de tractus digestivus waaronder 
gastrine, secretine, pepsine en gastric inhibitory peptide (GIP). Bovendien 
heeft somatostatine effecten op het centrale zenuwstelsel. Door deze veel-
voud aan werkingen is de aanvankelijke hoop, dat somatostatine toegepast 
zou kunnen worden bij de behandeling van type 1 diabeten wel vervlogen. 
Pogingen om te trachten somatostatine-analogen te synthetiseren, die uitslui-
tend glucagonsecretie remmen, zijn tot nu tot zonder resultaat gebleven. 
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HOOFDSTUK V 
DE RADIOIMMUNOLOGISCHE BEPALING VAN C-PEPTIDE 
1. PRINCIPE VAN DE BEPALING 
De concentratie van C-peptide in serum werd bepaald middels radioimmu-
noassay. Hierbij is gebruik gemaakt van synthetisch humaan C-peptide als 
standaard, synthetisch humaan 12iI-Tyr-C-peptide als tracer en antiserum 
tegen humaan synthetisch C-peptide, opgewekt bij cavia's. De methode zelf 
was bij de aanvang van de studie beschreven door Heding (1975), die gebruik 
maakte van alcohol 95% voor de scheiding van vrij en gebonden C-peptide. 
Deze methode bleek slecht reproduceerbaar, zodat besloten werd een eigen 
methode te ontwikkelen. Deze week tenslotte af van de beschreven methode 
in gebruikte volumina, buffer en - als belangrijkste modificatie - in schei-
dingsmethode. 
2. TOEPASSING VAN POLYETHYLEENGLYCOL 25% ALS SCHEIDINGSMETIIODE 
IN DE RADIOIMMUNOASSAY 
Bij een onderzoek naar de precipiterende eigenschappen van een aantal 
polymeren ten behoeve van fractionering van complexe eiwitmengsels von-
den Poison et al (1964), dat polyethyleenglycol hiertoe bij uitstek geschikt 
was, zonder dat er denaturatie van de geprecipiteerde eiwitten optrad. Deze 
eigenschap van de liniaire polymeer polyethyleenglycol (PEG) bleek afhan-
kelijk te zijn van moleculair gewicht en concentratie. In een eindconcentratie 
van 12.5% was PEG met een gemiddeld moleculair gewicht van 6000 in staat 
om gammaglobulinen volledig te precipiteren. Hierop gebaseerd pasten 
Desbuquois en Aurbach (1971) PEG voor het eerst toe bij de scheiding van 
vrij en aan antilichamen gebonden peptide-hormonen in de radioimmunoas-
say. Onder bepaalde omstandigheden bleek PEG de gebonden hormonen 
volledig te kunnen precipiteren, zonder aanwijsbare dissociatie van de anti-
geen-antilichaamcomplexen. Het vrije hormoon bleef volledig in oplossing. 
De resultaten met deze methode waren volledig vergelijkbaar met die, welke 
waren verkregen met bekende scheidingsmethoden als chromato-electrofo-
rese en precipitatie met antigammaglobulinen (double antibody methode). 
In 1973 werd deze PEG scheidingsmethode beschreven voor de precipitatie 
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van gebonden insuline in het plasma van insuline-afhankelijke diabeten, 
waardoor voor het eerst een betrouwbare en eenvoudige methode werd 
verkregen voor de bepaling van vrij en gebonden insuline bij deze patiënten 
(Nakagawa et al 1973). Op grond van deze publicaties werd besloten om deze 
methode in ons laboratorium te testen als scheidingsmethodc in de immuno-
assay voor C-peptide. Inmiddels wordt deze methode alom toegepast bij vele 
radioimmunologische bepalingen en is zij beschreven bij de bepaling van o.a. 
thyroxine (Cheung 1976) en oestriol (Schiller 1976). 
Bij de PEG scheidingsmethode is de concentratie en de aard van eiwitten 
in het reactiemengsel van grote invloed gebleken. PEG is zonder enige 
twijfel in staat om gammaglobulinen volledig te precipiteren, maar complete 
precipitatie is afhankelijk van de concentratie van de gammaglobulinen. In 
hoeverre andere eiwitten coprecipiteren is onvoldoende uitgezocht; albu-
mine precipiteert in ieder geval niet. Desbuquois en Aurbach (1971) hebben 
aangetoond, dat een gammaglobuline-concentratie van 0.8-1.0 mg/ml reac-
ticmengsel de beste conditie vormt voor een optimale scheiding van vrij en 
gebonden hormoon. Bij lagere concentraties is de precipitatie onvolledig, bij 
veel hogere concentraties vindt coprecipitatie van vrij hormoon plaats. 
3. UITVOERING VAN DE IMMUNOASSAY 
Synthetisch humaan C-peptide, '""'I-Tyr-C-peptide en antiserum M 1230 
werden verkregen van Novo Industri, Bagsvaerd, Denemarken. Alle oplos-
singen werden bereid met Veronal buffer (0,1 M, pH 8,6). Voor de gamma-
globuline-oplossing werd een menselijk gammaglobuline-preparaat gebruikt 
(Bcriglobine, Beringwerke, Mannheim). Humaan serumalbumine was 
afkomstig van het Institut Mérieux, Rhône-Poulenc, Frankrijk. Polyethy-
leenglycol 6000 werd betrokken van Merck-Schuchardt, München. De bepa-
ling werd uitgevoerd in polystyreenbuizen. 25μ1 serum of C-peptide-stan-
daardoplossing (bevattende 0.005-0.2 pmol C-peptide) werd geïncubeerd bij 
40C. met 50 μΐ antiserum 1:4000, 50 μΐ van een 2% gammaglobuline-
oplossing en met Veronal buffer, bevattende 1.25% humaan serumalbumine. 
Na 24 uur werd 50 μΐ '25I-Tyr-C-peptide (5000 cpm) toegevoegd, overeenko­
mend met (gemiddeld ± SD) 0.22 ± 0.04 pmol/ml ( n = l l ) . Het eindvo-
lume bedroeg 600 μΐ. Na opnieuw 24 uur incuberen werd 600 μΐ PEG 
25% toegevoegd, gevolgd door mengen op een vortex mixer en centrifugeren 
gedurende 10 minuten bij 2000 g. Het supernatant werd afgepipetteerd, 
waarna de radioactiviteit in het precipitaat werd geteld in de gamma teller. 
De standaardcurve werd verkregen door de aan antilichamen gebonden 
radioactiviteit, uitgedrukt als percentage van de totaal toegevoegde radioac­
tiviteit (% Binding), uit te zetten tegen de C-peptideconcentratie van de 
standaardoplossingen. Bij iedere bepaling werd tevens de precipitatie van de 
tracer in afwezigheid van antiserum bepaald. Deze aspecifieke precipitatie 
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bedroeg bij 9 achtereenvolgende bepalingen gemiddeld (± SD) 4.07 ± 
1.1%. De binding van de C-peptide-tracer in standaardoplossingen en sera 
werd hiervoor gecorrigeerd. De binding van de tracer in afwezigheid van C-
peptide-standaard (By) werd bij iedere bepalingsserie in 6-voud bepaald. 
Standaarden werden in triplo, monsters in duplo ingezet. De kwaliteit werd 
gecontroleerd door tijdens iedere bepaling sera te meten met bekende hoge 
en lage C-peptideconccntratie, door bepaling van C-peptide bij verschillende 
serumverdunningen en door recovery experimenten. De gekozen antiserum-
verdunning 1:4000, waarbij de eindverdunning dus 1:48.000 was, gaf tijdens 
inleidende experimenten een standaardcurve waarbij in afwezigheid van 
standaard of monster ongeveer 50% van de C-peptide-tracer werd gebonden. 
4. EVALUATIE VAN DE METHODE 
De concentratie gammaglobuline 
Een gammaglobuline-concentratie van 0.8-1.2 mg/ml tijdens PEG-precipi-
tatie bleek noodzakelijk voor goede precipitatie. Tabel V-l toont de serum 
C-peptideconcentraties na een orale glucosebelasting (100 g) bij een normale 
proefpersoon. Zonder toevoeging van gammaglobuline aan de serummon-
sters ontstonden zeer hoge waarden, hetgeen verklaard kan worden door 
onvolledige precipitatie. Verdubbeling van de gammaglobuline-concentratie 
veroorzaakte daarentegen uitgesproken lage uitkomsten, waarschijnlijk ten 
gevolge van coprecipitatie van het vrije hormoon. 
In het ideale geval zou de samenstelling van de C-peptide standaardoplos-
sing en van de te meten serummonsters gelijk moeten zijn. In de praktijk is 
Tabel V-l. C-peptideconcentraties (pmol/ml) bij een normale proefpersoon, 
nuchter en na 100 g glucose per os, bij verschillende gammaglobulineconcen-
traties. 
Conc. gammaglobuline mg/ml 0 0.8 1.6 
(per ml reactiemengsel) 
nuchter 
30 min 
60 min 
90 min 
120 min 
180 min 
1.92 
4.08 
4.30 
3.48 
4.38 
2.40 
0.40 
1.96 
2.36 
1.86 
2.26 
1.26 
0 
1.64 
1.72 
1.48 
1.74 
0.88 
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dat vrijwel onmogelijk Ook de gammaglobulineconcentratie van standaar­
doplossing en serummonsters was niet identiek deze bedroeg in de standaar­
doplossing 0,8 mg/ml maar was in de serummonsters hoger na toevoeging van 
0,8 mg gammaglobuline per rrtl reactiemengsel. Het kleine verschil bleek 
geen invloed op de bepaling te hebben: de precipitane van i:!4-Tyr-C-peptide 
in aanwezigheid van 0 8 mg/ml gammaglobuline zonder antiserum bleek niet 
toe te nemen na toevoeging van 25 μΐ serum. Toevoeging van dezelfde 
hoeveelheid serum aan de C-peptide standaardoplossingen bleek de meting 
van C-peptide niet te beïnvloeden. 
Vergelijking met andere methoden 
De radioimmunologische bepaling van C-peptide volgens de beschreven 
methode werd vergeleken met 2 andere methoden: 
a. de methode volgens Heding (1975), waarbij 1 6 ml ethanol 95% werd 
gebruikt bij de scheiding 
b. een methbde waarbij voor de scheiding de double antibody solid phase 
(DASP) methode volgens Hollander (1972) werd toegepast 
Dezelfde serummonsters gaven overeenkomstige resultaten bij de PEG en 
DASP scheidingsmethode, maar veel lagere waarden werden gevonden met 
de alcoholprecipitatie methode (tabel V-2). De technische problemen waren 
bij deze laatste methode veel groter, hetgeen reden was om deze methode te 
verlaten. 
Tabel V-2. C-peptideconcentraties (pmol/ml) in 10 verschillende sera, geme-
ten volgens 3 methoden. 
Serum no 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
PEG 
0 76 
2.70 
2.72 
3.34 
1.92 
0.92 
0.62 
0.44 
3.26 
3.18 
DASP 
0 88 
2.84 
2.92 
3.48 
2 20 
1.14 
0.56 
0.46 
2.84 
2.40 
Alcohol 
0.24 
1.98 
2 08 
2.72 
1 36 
0 48 
0.04 
0.08 
2.26 
2.20 
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Standaardcurven en onderste detectiegrens 
Figuur V-l toont de gemiddelde standaardcurve van 9 achtereenvolgende 
bepalingen. Uit de curve blijkt, dat het nauwkeurige meetgebied ligt tussen 0 
en 0.08 pmol C-peptide per buis. De gevoeligheid van de bepaling werd 
bepaald door tijdens één bepalingsserie de B0 en de 2 laagste concentraties 
C-peptide in de standaardoplossing (overeenkomend met 0.005 en 0.01 pmol 
C-peptide per buis) in 9-voud te bepalen. De Во bedroeg 42.4 ± bedroeg 
42.4 ± 0.3% (gemiddeld ± SD), de Bj 39.4 ± 0.7% en de B2 36.5 ± 
0.8%. Deze verschillen zijn significant. Als onderste detectiegrens, dit wil 
zeggen significant verschillend van B0, werd aangenomen een % binding 
gelijk aan B-2 SD. Dit kwam overeen met 0.001 pmol C-peptide per buis of 
0.04 pmol/ml. 
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Figuur V-I. Gemiddelde standaardcurve 
van C-peptide, verkregen uit negen achte­
reenvolgende bepalingen. Het percentage 
binding is weergegeven als gemiddelde ± 
SEM 
77 
Intra- en interassay variatie 
De intra-assay variatiecoëfficiënt werd bepaald door in 4 bepalingsseries 
sera met lage (0.52 pmol/ml) en hoge (2.87 pmol/ml) C-peptideconcentratie 6 
à 10 maal te meten. Deze bedroeg voor de lage concentratie 5.9% en voor de 
hoge concentratie 6.5%. 
De interassay variatiecoëfficiënt werd bepaald door dezelfde sera in 7 
achtereenvolgende bepalingen te meten. De variatiecoëficiënt bedroeg 
14.8% voor het serum met lage C-peptideconcentratie en 12.9% voor het 
serum met hoge C-peptideconcentratie. 
Recovery- en verdunningsexperimenten 
De betrouwbaarheid van de bepaling werd getest door bekende hoeveelhe-
den C-peptide toe te voegen aan sera. Tabel V-3 toont, dat de recovery van 
0.2-2.0 pmol/ml gemiddeld 98-110% bedroeg. Voorts werden sera met 
bekende hoge C-peptideconcentratie in serie verdund en daarna bepaald. 
Tabel V-4 toont de resultaten van 7 verschillende sera, die in afzonderlijke 
bepalingsseries zijn gemeten. De verdunningen bleken geen effect op de 
concentratie te hebben. 
Tabel V-3. Recovery van C-peptide toegevoegd aan serum. 
C-peptide (pmol/m 
Concentratie 
m serum 
0.48 ± 0.07* 
0.48 ± 0.07 
0.48 ± 0.07 
0.48 ± 0.07 
0.44 
0.44 
0.96 
0.96 
Toegevoegd 
0.2 
0.4 
0.8 
1.0 
1.6 
2.0 
1.6 
2.0 
Λ) 
gemeten 
concentratie 
0.68 ± 0.06 
0.87 ± 0.07 
1.29 ± 0.11 
1.58 ± 0.12 
2.12 
2.52 
2.72 
2.92 
% recovery 
100 ± 5 
98 ± 3 
101 ± 7 
110 ± 8 
105 
104 
110 
98 
Aantal 
bepalingen 
8 
8 
8 
8 
1 
1 
1 
1 
* Gemiddeld ± SD 
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Tabel V-4. C-peptideconccntratie (pmol/ml) in onverdund en verdund 
serum. 
Onverdund 
3.84 
3.36 
2.47 
3.38 
2.96 
3.26 
2.82 
Gem. (±SD) 
1 : 
conc. 
3.60 
3.36 
2.56 
3.00 
2.92 
3.40 
2.56 
2
7c 
94 
100 
104 
89 
99 
96 
91 
1 : 
conc. 
3.90 
3.00 
97±4 
3 
7r 
102 
89 
96 
1 : 4 
conc. % 
3.84 100 
3.04 91 
2.52 102 
3.04 90 
2.96 100 
3.60 110 
2.72 97 
1 : 
conc. 
3.36 
2.64 
99±7 
6 
% 
88 
79 
84 
1 : 8 
conc. % 
2.88 75 
3.04 91 
2.24 91 
3.20 95 
2.72 92 
2.08 64 
2.88 102 
1 : 10 
conc. % 
3.00 89 
87±13 
5. RESULTATEN VAN C-PEPTIDE METINGEN 
De nuchtere concentratie bij normale proefpersonen 
Bij 28 normale proefpersonen met een gemiddelde leeftijd van 41 jaar 
(spreiding 23-65 jaar) en percentage van het ideaal lichaamsgewicht (volgens 
tabellen van Metropolitan Life Insurance Company, vermeld in Wissen-
schaftliche Tabellen van Ciba-Geigy) van 103% (spreiding 87-119%) 
bedroeg de gemiddelde (± SEM) nuchtere C-peptideconcentratie 0,53 ± 
0.03 pmol/ml (spreiding 0.28-0,86 pmol/ml). Deze uilkomsten komen over-
een met die welke inmiddels ook door andere onderzoekers zijn gepubli-
ceerd (zie tabel II-2). 
De C-peptideconcentratie na orale glucosebelasting 
Bij 15 normale proefpersonen zonder overgewicht (percentage van het 
ideaal lichaamsgewicht < 120%) bedroeg de nuchtere serum-C-peptide-
concentratie gemiddeld (± SEM) 0.58 ± 0.04 pmol/ml (fig. V-2). Zestig 
minuten na 100 g glucose per os werd een piekwaarde van 2.63 ± 0.24 
pmol/ml bereikt. De verhouding tussen de concentraties C-peptide en insu-
line was nuchter 7.3. Na de B-cel stimulatie daalde de ratio tot 4.0 om 
vervolgens weer te stijgen tot 9.1. 
Figuur V-3 toont de resultaten bij 9 normale proefpersonen met overge-
wicht. De grotere insulinesecretie weerspiegelt zich in de gemiddelde C-
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NOIMALE PIOEFPCIISONIN ZONDE! OVEICEWICHT NOIMALE P«OEF PERSONEN MET OVEBGEWICHT 
Figuur V-2. De gemiddelde (± SEM) con- Figuur V-3 De gemiddelde (± SEM) con-
centratie van C-peptide, insuline en glucose. centrane van C-peptidc, insuline en glucose 
en de verhouding tussen de concentraties C- en de verhouding tussen de concentraties C-
peptide en insuline vóór en na 100 g glucose peptide en insuline vóór en na 100 g glucose 
per os bij 15 normale proefpersonen zonder per os bij 9 proefpersonen met overgewicht 
overgewicht 
peptideconcentraties, die zowel nuchter als 60 en 90 minuten na glucose 
significant (p < 0.05) hoger waren dan bij de niet adipeuze personen. 
Figuur V-4 toont de gemiddelde concentraties van insuline en C-peptide 
bij 9 personen met een gestoorde glucosetolerantie, d.w.z. met een plasma-
glucoscconcentratie na 2 uur hoger dan 7.2 mmol/l (de Nobel 1976). De 
trager op gang komende insulinesecretie kwam eveneens tot uiting in de 
minder snel stijgende gemiddelde C-peptideconcentratie. De maximale con-
centraties van zowel insuline als C-pcptide werden pas na 2 uur bereikt. 
Wanneer de insulinesecretie trager is, kan de glucoseconcentratie tot hogere 
waarden stijgen, waardoor een grotere insulineproduktie nodig is om de 
glucoseconcentratie te doen dalen. Dit veranderende secretiepatroon van 
insuline weerspiegelde zich in de C-peptidcconcentraties. 
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GESTOORDE GLUCOSE TOLERANTIE 
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Figuur V-4 De gemiddelde (± SEM) con­
centratie van C-pcptide, insuline en glucose 
en de verhouding tussen de concentraties C-
peptide en insuline vóór en na 100 g glucose 
oraal bij 9 proefpersonen met gestoorde glu-
coselolerantie. 
C-peptideconcentratie na intraveneuze glucosebelasting 
Het verband tussen insuline- en C-peptideconcentratie kan ook getoond 
worden aan de hand van metingen vóór en na intraveneuze glucosebelasting 
(IVGTT). Figuur V-5 toont de resultaten van de insuline en C-peptide-
concentratie bij een normale proefpersoon tijdens een IVGTT (50 g/1.73 
m2). De eerste snelle fase en de tweede langzame fase van de insulinesecretie 
(zie de Nobel 1976) komen ook duidelijk tot uiting in de C-peptideconcen-
tratie. 
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Figuur V-5 De scrum- of plasmaconcentra-
tie van C-peptidc. insuline en glucose na 
intraveneuze glucosebclasting bij een nor­
male proefpersoon 
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Figuur V-6 De serum- of plasmaconcentra-
tie van C-peptide, insuline en glucose na 
intraveneuze glucosebelasting bij een pa­
tient met type 2 diabetes 
Figuur V-6 betreft een IVGTT bij een patiënt met een insuline-onafhanke-
lijke type 2 diabetes, gepaard gaande met overgewicht. Er is nog wel degelijk 
sprake van insulincsecretic, maar de eerste fase ervan ontbreekt volledig. Uit 
de voorbeelden blijkt duidelijk, dat de meting van C-peptideconcentratie een 
maat is voor insulinesecretie. 
UITVOERING VAN IMMUNOASSAY BIJ AANWEZIGHEID VAN INSULINEBIN-
DENDE ANTILICHAMEN IN HET SERUM 
De beschreven immunologische bepaling van C-peptide kan niet zonder 
meer worden toegepast in sera van insuline-afhankelijke diabeten. De aan-
wezigheid van insulinebindende antilichamen, die endogeen geproduceerd 
proinsuline binden, maakt een betrouwbare bepaling van C-peptide onmoge-
lijk, omdat het C-peptide gedeelte van proinsuline, zelfs wanneer dit door 
antilichamen is gebonden, reageert met het antiserum tegen C-peptide (zie 
hoofdstuk II). Het is daarom noodzakelijk om deze antilichamen vooraf-
gaande aan de bepaling uit deze sera te verwijderen. Hiervoor werd aan 
serum een gelijke hoeveelheid PEG (MG 6000) 25% toegevoegd. Na men-
gen en centrifugeren (10 min bij 2000 g) werd ΙΟΟμΙ supernatant, bevattend 
12.5% PEG, gebruikt voor de immunoassay. Toevoeging van dezelfde 
hoeveelheid PEG 12.5% aan de C-peptide standaardoplossingen bleek een 
geringe verplaatsing van de standaardcurve te veroorzaken (figuur V-7). Om 
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Figuur V-7 Standaardcurvc van C-peptide 
zonder (onderbroken lijn) en met (getrok­
ken lijn) toevoeging van 100 μΐ PEG 12,4% 
aan de standaarden 
deze reden werd de eindconcentratie van PEG in serum en in C-peptide-
standaarden altijd hetzelfde gehouden. 
De immunoassay verliep nu als volgt: 100 μΐ supernatant van het serum of 
100 μΐ C-peptide standaardoplossing (bevattende 0.005-0 2 pmol C-pcptide 
en 12.5% PEG) werd bij 40C geincubeerd met 50 μΐ antiserum 1 : 4000, 50 
μΐ gammaglobuhne-oplossing 2% en met Veronal buffer, bevattende 1.25% 
humaan serumalbumine. Na 24 uur incuberen werd 50 μΐ 125I-Tyr-C-peplide 
toegevoegd (5000 cpm). Het eindvolume bedroeg 600 μΐ. Na de tweede 
incubatieperiode van 24 uur werd 600 μΐ PEG 25% toegevoegd voor de 
scheiding van vrij en gebonden C-peptide. De bepaling verliep verder als die 
welke voor normaal serum werd beschreven 
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EVALUAI IE VAN DE MEI HODE VOOR BEPALING VAN C-PEPTIDE IN SERUM, 
DAT INSULINEBINDENDE ANTI-LICHAMEN BEVAT 
Standaardcurven en onderste detectiegrens 
De aspecifieke precipitatie van de tracer bedroeg gemiddeld (± SD) 4.63 
± 0.83% (n=8) en verschilde niet van die bij de normale bepaling. Figuur 
V-8 toont de gemiddelde standaardcurve van 13 series met de aanwezigheid 
van PEG in de standaardoplossing. De curve verliep parallel aan de ijklijn in 
afwezigheid van PEG. De onderste detectiegrens (B0-2 SD) bedroeg 0.06 
pmol/ml. 
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Figuur V-8. Gemiddelde standaardcurve 
van C-peptide, verkregen uit 13 achtereen-
volgende bepalingen, in aanwezigheid van 
PEG bij de standaarden (eindconcentratie 
2 19?·) 
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Intra- en interassay variatie 
De intra-assay en interassay variatie werden op dezelfde wijze getest als bij 
de normale assay. De intra-assay variatiecoëfficiënt bedroeg voor een serum 
met lage (0.52 pmol/ml) C-peptideconcentratie 10.2% (n=5) en voor een 
serum met hoge (3.08 pmol/ml) C-peptideconcentratie 5.9% (n=6). De 
interassay variatiecoëfficiënt voor deze sera in 6 achtereenvolgende bepalin-
gen bedroeg respectievelijk 7.6% en 7.8%. 
Recovery- en verdunningsexperimenten 
De betrouwbaarheid van de bepaling werd verder getest door bekende 
hoeveelheden C-peptide toe te voegen aan normaal serum en dit vervolgens 
te behandelen met PEG 25%, waarna de C-peptidcconcentratie in het 
supernatant werd bepaald. 
Tabel V-5 toont dat de recovery gemiddeld 103-113% bedroeg. Het lijkt 
Tabel V-5. Invloed van PEG-precipitatie op de recovery van aan normaal 
serum toegevoegd C-pcptide. 
C-peptide (pmol/ml) 
Toegevoegd Gemeten concentratie % recovery Aantal 
bepalingen 
0 0.53 ± 0.07* 
0.4 0.94 ± 0.13 103 ± 8 6 
0.8 1.38 ± 0.04 106 ± 6 6 
1.6 2.28 ± 0.07 109 ± 4 6 
2.0 2.78 ±0 .15 113 ± 7 6 
* Gemiddeld ± SD 
erop, dat bij hoge concentraties C-peptide een geringe overschatting van de 
werkelijke concentratie plaats vindt. Bij verdunningsexperimenten werden 
sera met bekende hoge C-peptideconcentratie in serie verdund en daarna 
behandeld met PEG 25%; het supernatant werd wederom in de immunoas-
say bepaald. Tabel V-6 toont de resultaten van 7 verschillende sera, gemeten 
in afzonderlijke bepalingen. Serum verdunning van 1 : 4 heeft geen effect op 
de te meten concentratie. Hogere verdunningen leiden tot een overschatting 
van de werkelijke concentratie. 
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Tabel V-6. C-peptideconcentratie (pmol/ml) in onverdund en verdund 
serum na PEG-precipitatie. 
Onverdund 
3.00 
3.18 
3.46 
3.20 
2.46 
2.44 
2.68 
Gemidd. (± SD) 
1 
cone. 
3.20 
2.88 
3.04 
3.04 
2.76 
2.44 
2.68 
2 
% 
107 
91 
88 
95 
105 
100 
100 
98.7 
1 
cone. 
3.36 
3.20 
3.44 
3.28 
2.96 
2.64 
2.64 
4 
% 
112 
101 
99 
103 
112 
108 
99 
105 ± 6 
1 
cone. 
3.84 
3.20 
4.48 
4.00 
3.16 
2.72 
8 
% 
128 
101 
129 
125 
120 
101 
123 ± 19 
C-peptideconcentraties in sera vóór en na behandeling met PEG 25% 
Sera van normale proefpersonen zijn vervolgens bepaald volgens de normale 
methode èn na behandeling met PEG 25%. Figuur V-9 toont dat vrijwel 
identieke concentraties met beide methoden werden gemeten. 
130 2 OO 
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Figuur V-9 C-peptideconcentraties bij nor-
male proefpersonen, bepaald vóór en na 
precipitatic van de sera met PEG 25% De 
getrokken lijn is de lijn van identiteit 
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Sera van insuline-afhankelijke diabeten zijn eveneens met deze 2 methoden 
bepaald (figuur V-10). Nu leidde PEG behandeling altijd tot lagere concen-
traties, ongetwijfeld veroorzaakt door precipitatie van aan antilichamen 
gebonden proinsulinc. Hieruit moge blijken, dat verwijdering van antilicha-
men noodzakelijk is voor een betrouwbare C-peptidebepaling. 
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0.20 0.40 0.60 
NA P E G - p p 
Figuur V-10 C-pcptidcconcentraties bij m-
sulinc-afhankelijke diabcten. bepaald vóór 
en na precipitatie van de sera met PEG 
25% De getrokken lijn is de lijn van identi-
teit 
8. SAMENVATHNG 
Uit de resultaten van de C-peptide metingen tijdens recovery- en verdun-
ningsexperimenten blijkt, dat gebruik van PEG 25% als scheidingsmethode 
van vrij en gebonden C-peptide in de radioimmunoassay een betrouwbare 
methode is. De overeenkomstige C-pcptideconcentraties gemeten na toepas-
sing van zowel de PEG-scheidingsmethode als de double-antibody methode 
bevestigen dit. 
Meting van C-peptideconcentraties in serum is een goede maat gebleken 
voor insulinesecretie. C-peptidebepalingen bieden bij bepaalde omstandig-
heden voordelen boven metingen van insuline. Dit geldt vooral voor insu-
line-afhankelijke diabetes, waarbij insulinebepalingen geen indruk kunnen 
verschaffen over de al of niet bestaande endogene insulinesecretie. 
Bij de bepaling van C-peptidc is het dan noodzakelijk, dat aan antilicha-
men gebonden endogeen proinsuline voorafgaande aan de bepaling uit het 
serum wordt verwijderd. Precipitatie van deze antilichamen middels PEG 
25% verschaft hiervoor een eenvoudige mogelijkheid. Uit identieke concen-
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tralies van C-peptidc. gemeten voor en na behandeling van normale sera met 
PEG 25%, kan geconcludeerd worden, dat daarbij geen coprecipitatie van C-
peptide optreedt. Voorwaarde voor een betrouwbare meting van C-peptide 
in met PEG behandelde sera is, dat bij de radioimmunoassay de PEG-
concentratie van de standaardoplossingen en de te meten sera gelijk is. 
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HOOFDSTUK VI 
DE BEPALING VAN DE CONCENTRATIE VRIJ 
EN TOTAAL INSULINE 
1. PRINCIPE VAN DE BEPALINGEN 
De vorming van insulinebindende antilichamen bij insuline-afhankclijke 
diabeten heeft tot gevolg, dat insuline van exogene en eventueel ook van 
endogene oorsprong in een vrije en in een gebonden vorm circuleert. 
Hierdoor wordt de meting van de insulineconcentratie middels radioimmu-
noassay volstrekt onbetrouwbaar. Immers in de gebruikelijke immunoassay 
wordt de concentratie van insuline berekend uit het percentage binding van 
een tracerdosis radioactief insuline aan een vaste concentratie antilichamen, 
toegevoegd aan de te meten plasma's. Wanneer deze plasma's tevens endo-
geen gevormde antilichamen bevatten, wordt de binding van de tracer op een 
niet te voorspellen mate verhoogd, waardoor de meting van de insulinecon-
centratie onmogelijk wordt gemaakt. Deze antilichamen moeten dus tevoren 
uit het plasma worden verwijderd. Wanneer dit geschiedt, zonder dat dissoci-
atie van het gebonden insuline plaatsvindt, kan de concentratie van vrij 
insuline, die biologisch actief is, worden bepaald. De antilichamen kunnen 
ook van het plasma worden gescheiden na volledige dissociatie van gebonden 
insuline, die optreedt bij een lage pH (Heding 1965, 1972); in dat geval kan 
de concentratie van totaal insuline worden bepaald. Uit het verschil tussen de 
concentratie van totaal en vrij insuline volgt de concentratie van gebonden 
insuline. 
Er zijn verschillende methoden gepubliceerd, die het mogelijk maken om 
op deze wijze vrij en totaal insuline te meten. Heding (1972) beschreef een 
methode, waarbij de antilichamen vóór en na dissociatie werden geprecipi-
teerd met alcohol 95%. Uit het feit, dat onwaarschijnlijk hoge vrije insuline-
concentraties werden gevonden naarmate de totale insulineconcentratie 
hoger was, kon worden afgeleid, dat alcohol het evenwicht tussen vrij en 
gebonden insuline verstoorde. Dezelfde bezwaren gelden voor eerder 
beschreven methoden als ultracentrifugatie en chromatografie. Asplin et al 
(1977) pasten een gelfiltratietechniek toe bij de scheiding van vrij en gebon-
den insuline; de methode beschreven door Davidson et al (1976) berust op 
hetzelfde principe. Nakagawa et al beschreven in 1973 een eenvoudige 
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methode, waarbij PEG 25% werd gebruikt voor de precipitatie van de 
antilichamen. Deze eigenschap van PEG werd in hoofdstuk V al vermeld. De 
methode van Nakagawa werd overgenomen en op betrouwbaarheid getest. 
2. TOEGEPASTE METHODEN 
Vrij insuline 
Aan 0.5 ml plasma, dat gedurende 1 uur bij 37°C was geïncubeerd, werd 
0.5 ml PEG 25% toegevoegd, waarna werd gemengd op een vortex mixer; 
het mengsel werd gecentrifugeerd gedurende 10 minuten bij 2000 g. Het 
supernatant werd afgepipetteerd, waarna de insulineconcentratie ervan mid-
dels de radioimmunoassay werd bepaald. Hiervoor werd 100 μΐ supernatant 
gebruikt. 
Totaal insuline 
Totaal insuline werd bepaald, nadat 0.5 ml plasma was gemengd met 0.1 
ml 1.0 N HCl. Hierna werd 0.7 ml PEG 25% toegevoegd. De oorspronke­
lijke pH werd hersteld door toevoeging van 0.1 ml 1.0 N NaOH, waarbij een 
precipitaat ontstond, dat bij 2000 g werd afgecentrifugeerd. Het supernatant 
werd afgepipetteerd en 50 μΐ ervan werd gebruikt voor de bepaling van de 
concentratie totaal insuline. 
Radioimmunoassay van insuline 
50 of 100 μΐ insuline-standaardoplossing en 50 of 100 μΐ supernatant werden 
bij 4°C geïncubeerd met Veronal buffer (bevattende 1.25% humaan 
albumine), 50 μΐ insuline antiserum M29 1:4000 en 50 μΐ humaan gammaglo-
bulineoplossing 2%. Na 24 uur werd 50 μΐ 131I-varkensinsuline (5000 cpm) 
toegevoegd. Het eindvolume bedroeg 0.5 ml. Na 8 uur werd 0.5 ml PEG 
25% bij 40C toegevoegd, gevolgd door menging en centrifugering gedu­
rende 10 min. bij 2000 g. De supernatanten werden door afzuiging verwij­
derd, waarna de radioactiviteit van de precipitaten in de gammacounter werd 
bepaald en berekend als percentage van de totaal toegevoegde radioactivi­
teit, na correctie voor de aspecifieke precipitatie. Deze aspecifieke precipita­
tie (de precipitatie van de tracer in afwezigheid van antiserum) bedroeg 
gemiddeld (± SD) in 10 bepalingen 2.6 ± 0.2%. De insuline standaardop­
lossingen bevatten 0.25-10 μΕ varkensinsuline en voorts PEG in dezelfde 
concentratie als in de supernatanten. Van het antiserum tegen varkensinsu-
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line, opgewekt bij cavia's (M29), afkomstig van Novo Industri, Bagsvaerd, 
Denemarken, was volgens opgave gesteld, dat het gelijke affiniteit bezit voor 
humaan, varkens- en runderinsuline (Mungaard Rasmussen 1975). ^I-insu-
line werd vervaardigd door gezuiverd varkensinsuline (Novo Industri) te 
joderen volgens de chlooramine-T methode van Hunter en Greenwood 
(1962). Zuivering vond plaats op Sephadex G25 en G75 kolommen. Tijdens 
iedere bepaling werd in 6-voud het % binding van de tracer door het 
antiserum in afwezigheid van koud insuline bepaald (B0). De insuline stan­
daardoplossingen werden in triplo, de supernatanten in duplo bepaald. In 
iedere bepaling werden controleplasma's met bekende hoge en lage insuline-
concentratie gemeten. De betrouwbaarheid van iedere bepaling werd voorts 
gecontroleerd door recovery- en verdunningsexperimenten. Bij de statisti­
sche bewerking werd de t-toets van Student voor gepaarde waarnemingen 
gebruikt. 
3. EVALUATIE BETREFFENDE DE RADtOIMMUNOASSAY VAN INSULINE 
De beschreven methode week af van de tot dan toe gebruikelijke radioim­
munoassay van insuline op een aantal punten, te weten: meting in met PEG 
25% behandelde plasma's, gebruik van een nieuw antiserum en toepassing 
van PEG 25% bij de scheidingsprocedure. 
De invloed van PEG op de standaardcurve 
De plasma's waaruit de insulinebindende antilichamen al of niet na dissoci­
atie waren verwijderd bevatten 12,5% PEG. Onderzocht is daarom of de 
insuline-standaardoplossingen dezelfde PEG-concentratie moesten bevatten. 
Daartoe werden standaardcurven vervaardigd in afwezigheid van PEG en 
met 50, 100, 150 of 200 μΐ PEG 12,5% in het incubatiemengscl. 
Bij iedere concentratie van PEG werden de standaardcurven naar boven 
verplaatst (figuur VI-1). Om deze reden werd altijd de PEG-concentratie in 
plasmamonsters en insuline-standaardoplossingen gelijk gehouden. 
De affiniteit van antiserum M29 voor humaan, varkens- en runderinsuline 
Omdat plasma's van insuline-afhankelijke diabeten zowel runder- als 
varkensinsuline kunnen bevatten, en eventueel ook endogeen gevormd 
insuline, was het noodzakelijk om te beschikken over een antiserum met 
dezelfde affiniteit voor deze 3 insulinesoorten. Het gebruikte antiserum M29 
werd hierop getest. Afzonderlijke standaardcurven werden vervaardigd met 
varkensinsuline als tracer en met menselijk, runder- en varkensinsuline als 
insulinestandaard. De drie curven verliepen identiek. 
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Figuur VI-I. Insulinestandaardcurven in af­
wezigheid van PEG in de standaarden (on­
derbroken curve) en na toevoeging van 100 
μΐ PEG 12.5% (getrokken curve). 
Toepassing van PEG 25% bij de scheidingsprocedure 
De PEG-scheidingsmcthode werd vergeleken met de tot dan toe gebruike­
lijke DASP methode (Double antibody solid phase) volgens Hollander 
(1972). De PEG methode verplaatste de standaardcurve naar boven (figuur 
VI-2). 
In 18 verschillende plasma's van niet-diabeten werd de insulineconcentra-
tie bepaald, gebruik makend van beide scheidingsmethoden. De correla­
tiecoëfficiënt bedroeg 0.995. Uit figuur VI-3 blijkt, dat met de PEG-schei-
dingsmethode iets, maar wel significant (p < 0.001) lagere concentraties 
werden gemeten. De nauwkeurigheid van de bepaling werd door de PEG-
scheidingsmethode niet beïnvloed. De recovery van bekende insulineconcen-
traties bedroeg 100% en de insulineconcentratie in verdund plasma was 
omgekeerd evenredig aan de verdunningsfactor. 
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Figuur VI-2 Insulincstandaardcurvcn met 
DASP (double antibody solid phase) of 
PEG 25% als scheidingsmethode DASP-
scheiding - onderbroken curve PEG-
scheiding = getrokken curve. 
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Figuur Vl-3 Plasma-insulineconcentratie bij 
18 niet-diabcten Vergelijking van de dou­
ble antibody methode (DASP) en dc PEG 
precipitane methode bij de scheiding van 
vrij en gebonden insuline in de immunoas­
say De getrokken lijn is de lijn van identi­
teit 
4. EVALUATIE VAN DE METHODE VOOR DE BEPALING VAN VRIJ INSULINE 
Precipitatie van insulinebindende antihehamen door PEG 
Uit insuhne-antiserum M29 in lage titer (1:3000) werden de antilichamen 
geprecipiteerd met een gelijk volume PEG 25%. Het supernatant werd 
gedurende 72 uur bij 40C geincubeerd met niI-insuline (10.000 cpm). Uit 
het feit dat hierna 98-100% van de radioactiviteit werd geadsorbeerd door 
dextran-coated charcoal kon geconcludeerd worden, dat de precipitatie van 
de antilichamen volledig was geweest. 
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Invloed van PEG op het evenwicht tussen vrij en gebonden insuline 
Uit figuur VI-2 blijkt, dat, vergeleken met de double antibody methode, 
PEG 25% als scheidingsmethode in de immunoassay de standaardcurve naar 
boven verplaatste. Dit betekent, dat PEG ten opzichte van DASP geen 
dissociatie van gebonden insuline veroorzaakte, omdat bij dissociatie de 
standaardcurve naar beneden zou zijn verplaatst. Een ander argument werd 
verschaft uit het volgende experiment: 6 plasma's met een insulineconcentra-
tie van 72-86 μΕ/ml werden geincubeerd met een overmaat antilichamen, 
waarna de bepalingsmethode voor vrij insuline werd toegepast. In de super-
natanten kon geen insuline worden aangetoond. 
De invloed van PEG op de oplosbaarheid van vrij insuline 
In 23 plasma's van niet-diabeten werd de insulineconcentratie gemeten 
vóór en na de extractiemethode voor vrij insuline (fig. VI-4). Behandeling 
van de plasma's met PEG 25% leidde niet tot significante verschillen in 
concentratie (p > 0,1). 
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Figuur VI-4. Insulineconcentratie, bepaald 
vóór en na behandeling van het plasma met 
PEG 25%, bij 23 personen zonder dibetes. 
De inter- en intra-assay variatie 
Voor plasma's (zonder insulinebindende antilichamen) met lage (11 μΕ/ 
ml) en hoge (67 μΕ/ml) insulineconcentratie bedroeg de interassay varia­
tiecoëfficiënt resp. 15% (n=9) en 3% (n=8). De intra-assay variatiecoëf-
ficiënt voor plasma met lage (14 μΕ/ml) insulineconcentratie bedroeg 11% en 
voor plasma met hoge concentratie (91 μΕ/ml) 5%. 
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Recovery 
Aan 1 ml normaal plasma (bevattende 14 μΕ/ml insuline) werd toegevoegd 
10 tot 200 μΕ menselijk insuline. Hierna werd de extractie methode voor vrij 
insuline toegepast, waarna de insulineconcentratie in de supernatanten werd 
gemeten. Uit tabel VI-1 blijkt, dat de recovery varieerde van gemiddeld 83 
tot 120%. 
Tabel VI-1. Recovery van insuline bij de extractiemethode voor vrij insu­
line. 
Insuline (μΕ/m 
Toegevoegd Verwachte 
conc. 
0 14 
10 24 
20 34 
40 54 
80 94 
100 114 
200 214 
'O 
Gevonden 
conc. 
12 ± 3* 
26 ±6 
37 ± 2 
59 ± 2 
93 ± 2 
107 ± 2 
180 ± 6 
% recover 
86 ± 22* 
120 ± 11 
115 ± 5 
113 ± 4 
99 ± 2 
93 ± 2 
83 ± 3 
y Aantal 
bepalingen 
6 
6 
6 
6 
6 
6 
6 
gemiddeld ± SD 
5. EVALUATIE VAN DE METHODE VOOR DE BEPALING VAN TOTAAL INSULINE 
De dissociatie van gebonden insuline 
Zie het volgende hoofdstuk 
De invloed van de extractiemethode op de insulineconcentratie 
In plasma's van niet-diabeten werd de insulineconcentratie bepaald mid­
dels de gebruikelijke radioimmunoassay (PEG-scheiding). Dezelfde plas­
ma's werden tevens behandeld volgens de extractiemethode voor totaal 
insuline, waarna de insulineconcentratie in de supernatanten werd bepaald. 
Er werd geen significant verschil (p > 0,1) gevonden tussen de insulinecon-
centraties van onbehandelde en behandelde plasma's (figuur VI-5). 
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Figuur VI-5 Insulmeconccnlratie. bepaald 
vóór en na behandeling van het plasma met 
de methode voor totaal insuline, bij 24 per-
sonen zonder diabetes 
Recovery 
Aan 1 ml normaal plasma (bevattende 14 μΕ/ml insuline) werd 10 tot 200 
μΕ menselijk insuline toegevoegd. Deze plasma's werden vervolgens behan­
deld volgens de methode voor totaal insuline, waarna de insulineconcentratie 
in de supernatanten werd bepaald. Uit tabel VI-2 blijkt, dat de gemiddelde 
recovery varieerde tussen 80 en 107%. 
Tabel VI-2. Recovery van insuline bij de extractiemethode voor totaal 
insuline. 
Toegevoegd 
0 
10 
20 
40 
80 
100 
200 
Insuline (μΕ/m 
Verwachte 
conc. 
14 
24 
34 
54 
94 
114 
214 
O 
Gevonden 
conc. 
15 ± 3 * 
22 ± 3 
31 ± 3 
52 ± 3 
93 ± 3 
101 ± 7 
182 ± 8 
% recovery 
107 ± 18* 
80 ± 26 
85 ± 9 
95 ± 6 
99 ± 3 
87 ± 6 
84 ± 4 
Aantal 
bepalingen 
6 
6 
6 
6 
6 
6 
6 
Gemiddeld ± SD 
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6. SAMENVATTING 
De eigenschap van PEG om in een eindconcentratie van 12,5% gammaglo-
bulinen te precipiteren is benut bij de scheiding van vrij en gebonden 
hormoon in de radioimmunoassay van insuline. Vergeleken met de double 
antibody (DASP) methode werden met de PEG-scheidingsmethode in nor­
maal plasma iets lagere insulineconcentraties gemeten. De oorzaak hiervan is 
niet onderzocht, maar de betekenis ervan lijkt, gezien de nauwkeurigheid 
van de bepaling, niet van wezenlijk belang. 
Een andere toepassingsmogelijkheid van PEG is om in plasma van insu-
line-afhankelijke diabeten vrij en aan antilichamen gebonden insuline van 
elkaar te scheiden. PEG 25% in gelijke volumina toegevoegd aan plasma's 
die insulinebindende antilichamen bevatten, bleek een complete precipitatie 
van deze antilichamen te veroorzaken, zonder dat daarbij dissociatie van 
gebonden insuline kon worden aangetoond. Hierdoor kan in de supernatan-
ten de concentratie van vrij insuline worden bepaald, mits er tijdens de 
precipitatie geen coprecipitatie van vrij insuline optreedt. Лап deze voor­
waarde werd voldaan, omdat de insulineconcentratie in normale plasma's 
vóór en na behandeling met PEG 25% niet significant verschilde. Mede door 
de geringe inter- en intra-assay variatie en door de complete recovery van 
toegevoegd insuline is de PEG-precipitatiemethode een eenvoudige en 
betrouwbare methode gebleken voor de bepaling van vrij insuline. Behande-
ling van normaal plasma met HCL en PEG 25%, noodzakelijk voor dissocia-
tie en precipitatie van antilichamen bleek evenmin de meting van insuline te 
beïnvloeden. Verlaging van de pH tot 2.5 veroorzaakte een complete dissoci-
atie van gebonden insuline (zie het volgende hoofdstuk). Hierdoor werd een 
betrouwbare meting van totaal insuline mogelijk. 
Bij de meting van vrij of totaal insuline in de supernatanten van de met 
PEG behandelde plasma's werd PEG 25% opnieuw gebruikt als scheidings-
methode in de immunoassay. PEG, toegevoegd aan de insulinestandaardop-
lossingen in dezelfde concentratie als aanwezig in de monsters bleek de 
standaardcurve naar boven te verplaatsen. Daarom was het noodzakelijk om 
concentratie PEG in standaardoplossing en supernatanten gelijk te maken. 
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HOOFDS Ш К VII 
BEPALING VAN DE BINDINGSEIGENSCHAPPEN 
VAN INSULINEBINDENDE ANTILICHAMEN 
1 INLEIDING 
Bij alle beschreven methoden betreffende de kwantitatieve bepaling van 
insulinebindende antilichamen wordt radioactief gemerkt insuline toege­
voegd aan plasma, waarna vrij en gebonden insuline van elkaar worden 
gescheiden Er zijn vele technieken voor deze scheidingsprocedure beschre­
ven, b ν electroforese, ultracentnfugering, adsorptie van vrij insuline aan 
actieve kool (dextran-charcoal), aan hars of aan cellulose, gelfiltratie en 
precipitatie van de antilichamen* Veel van deze technieken hebben als 
bezwaar, dat het evenwicht tussen vrij en gebonden insuline erdoor verstoord 
kan worden, waarbij gebonden insuline dissocieert Er ziin gelfiltratietech-
nieken beschreven, die dit bezwaar ondervangen, maar deze zijn zeer bewer­
kelijk (Baxter et al 1976, Davidson en Deal 1976, Asplin et al 1977) Van de 
prccipitatiemethoden middels natnumsulfaat (Grodsky 1965), een tweede 
antilichaam (Skom en Talmage 1958, Reeves en Kelly 1980), ethanol 
(Heding 1965) of polyethyleenglycol (PEG) (Desbuquois en Aurbach 1971, 
Gerbitz en Kemmler 1978, Goldman et al 1978) is met name van de PEG-
methode onderzocht, dat hierbij geen dissociatie optreedt (zie hoofdstuk 
VI) 
Afgezien van de verschillende scheidingstechnieken kunnen in principe 3 
methoden voor antilichaambepalmg worden onderscheiden Bij de eerste 
methode wordt plasma geincubecrd met een tracerdosis radioactief gemerkte 
insuline, waarna het percentage gebonden radioactiviteit wordt bepaald Uit 
de hoogte van het percentage binding heeft men gemeend een semikwantita-
tieve indruk van de concentratie antilichamen te kunnen verkrijgen Dit is 
echter niet juist, omdat de mate waarin de tracer wordt gebonden niet alleen 
bepaald wordt door de concentratie antilichamen, maar ook door de aanwe-
* Belangrijkste literatuur Berson en Yalow 1956, Skom en Talmaga 1958, Mitchell et al 1959, 
Grodsky 1965, Heding 1965, Kerp 1966, Welborn 1967, Christiansen 1970 Ortveld Andersen 
1972, Jaravo et al 1973, Sirakow en Ditsov 1973 Dixon 1974, Baxter et al 1976 Davidson en 
Deal 1976, Asplin et al 1977, Gerbitz en Kemmler 1978 Goldman et al 1978 Reeves en Kellv 
1980 
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zige plasma-insulineconcentralic en door de affiniteit van de antilichamen 
voor insuline. 
Een tweede methode, die vaak is nagevolgd, is beschreven door Christian-
sen (1970). Hierbij wordt '^I-insuline in hoge concentratie (20 mE/ml) 
geïncubeerd met serum, waarna vrij en gebonden insuline middels immunoe-
lectroforese worden gescheiden. De hoge concentratie radioactief gemerkte 
insuline dient hierbij om 'de antilichamen ermee te verzadigen, hetgeen niet 
controleerbaar is. Bovendien valt bij deze methode te verwachten, dat 
gebonden insuline tijdens de electroforese dissocieert. 
Bij de door ons gevolgde derde methode werden de genoemde bezwaren 
als volgt ondervangen: 
1. Door eerst de insuline-antilichaamcomplexen te dissociëren en door 
daarna insuline volledig uit het plasma te verwijderen middels adsorptie 
aan actieve kool (Dixon 1974), werd de storende invloed van een nog in 
het plasma aanwezige insulineconcentratie op de bepaling van de bin-
dingseigenschappen vermeden. 
2. De zo verkregen insulinevrijc plasma's werden vervolgens geïncubeerd 
met een tracer dosis 125I-insuline en opklimmende concentraties niet 
gemerkte insuline. Hierdoor werd het mogelijk om de mate van verzadi-
ging van de antilichamen onder gecontroleerde omstandigheden te bepa-
len en om de bindingseigenschappen te berekenen. 
3. Tenslotte werd PEG 25% toegepast bij de scheiding van vrij en gebonden 
insuline. Van deze methode was gebleken, dat hierbij geen verstoring in 
het evenwicht tussen vrij en gebonden insuline optrad (zie hoofdstuk VI). 
De methode werd inmiddels gepubliceerd door Goldman et al (1978). 
2. METHODEN 
Gebruikte materialen 
Veronal buffer (0,1 M) bevattende 1,25% humaan serum albumine (Ver-
onal-HSA), werd gebruikt als verdunningsmiddel in alle experimenten. 
Humaan serum albumine (Albumine Mérieux) was afkomstig van Rhöne-
Poulenc te Amstelveen, Holland. „Dextran-coated-charcoal" (dextran-char-
coal) werd samengesteld volgens de methode van Dixon (1974). Norit GSX 
was afkomstig van Hopkins en Williams, Chadwell, Engeland en Dextran 
T70 van Pharmacia, Uppsala, Zweden. '^I-varkensinsuline, dat in alle expe-
rimenten gebruikt werd, werd vervaardigd en gezuiverd als vermeld op pag. 
91. Gezuiverd varkens-, runder- en menselijk insuline waren afkomstig van 
Novo Industri, Bagsvaerd, Denemarken. Polyethyleenglycol 6000 werd 
betrokken van Merck-Schuchardt, München, Duitsland. 
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Verwijdering van vrij en gebonden insuline 
0.5 ml Plasma werd gedurende 5 minulen gemengd met 0.1 ml HCl 1.0 Ν 
en 0.2 ml dextran-charcoal. Na 10 minuten incuberen werd 0.1 ml NaOH 1.0 
N en 0.1 ml Veronal-HSA buffer toegevoegd, onmiddellijk gevolgd door 
centrifugering gedurende 10 minuten bij 2000 g. Het supernatant werd 
gedecanteerd en gebruikt voor de antilichaambepaling. 
Meting van antilichamen 
Geïncubeerd werden 50 μΐ supernatant (bevattend 25 μΐ insulinevrij 
plasma), 50 μΐ '^I-insuline (bevattend 30 pg varkensinsuline), 50 μΐ insuline 
standaardoplossing, bevattende 0-20-50-200-400-5000-20.000 pg varkens 
insuline, 100 μΐ gammaglobuline-oplossing (10 mg/ml) en Vcronal-HSA 
buffer tot een eindvolume van 500 μ.1. De incubatictijd bedroeg 3 dagen bij 
40C. Hierna werd 500 /il PEG (40C) toegevoegd, gevolgd door mengen en 
centrifugeren gedurende 10 minuten bij 2000 g. De supernatanten werden 
afgepipetteerd, waarna de precipitaten in de gammacounter werden geteld. 
Het zo verkregen aantal totaal geprecipiteerde counts (B-totaal) werd gecor­
rigeerd voor het aantal aspecifiek geprecipiteerde counts in 25 μΐ normaal 
plasma (B-aspecifiek). De totale toegevoegde radioactiviteit werd berekend 
uit meting van 50 μΐ 125I-insuline-oplossing (T). Niet geprecipiteerd (vrij) , 2 5 I-
insuline werd berekend uit het verschil tussen Τ en B-totaal. De concentra­
tie gebonden insuline (B) werd verkregen uit de vergelijking 
В =
 B
-
t o J ? a l ^ m l • В - а 5 . Р е с 5 Ì e k ( с Р П 1 ) x insulineconcentratie (pg/25 μΐ) T(cpm) - B-aspecifiek (cpm) 
waarbij de insulineconcentratie de som was van de toegevoegde concentra­
ties l25I-insuline en koud insuline. 
Berekening van de bindingsparameters 
De resultaten werden weergegeven in een plot volgens Scatchard (1949) 
waarbij het quotiënt van gebonden en vrij 125I-insuline (B/F) werd uitgezet 
tegen de concentratie gebonden insuline. Fig. VII-1 toont een typische 
Scatchard plot. Het concave verloop wijst op heterogeniteit van de bindings-
plaatsen. De curve werd beschouwd te zijn samengesteld uit twee componen-
ten, overeenkomend met twee onafhankelijke klassen bindingsplaatsen, 
namelijk met hoge en lage affiniteit voor insuline. De ligging van de punten 
van de kromme, die correspondeerden met een lage B/F en het verst 
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Figuur VII-] Voorbeeld van een Scdtchard 
plot voor berekening van de bindingseigen­
schappen van insulinebindendc antilicha-
men De onderbroken lijn is de curve van de 
component met hoge affiniteit na correctie 
voor de component met lage affiniteit 
Totale bindingscapaciteit (TBC) = 2709 pg/ 
25 μΐ = 2 97 E/l 
Bindingscapaciteit van de bmdingsplaatsen 
met hoge affiniteit (BC,) = 0 18 E/l met 
associatieconstante (K,) = 29,47 I/nmol 
Bindingscapacitcit van de bmdingsplaatsen 
met lage affiniteit (BC,,) = 2,79 E/l met 
associatieconstante (Ki) = 0,245 l'nmol 
500 1000 1500 2000 2500 3000 pg. 
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verwijderd waren van de oorsprong, werden bijna uitsluitend bepaald door 
de component met lage affiniteit. Door deze punten kon de curve voor deze 
component getrokken worden. Door deze curve op de door Rosenthal (1967) 
beschreven wijze af te trekken van de „totale" curve, werden de punten, die 
behoorden bij de component met hoge affiniteit verkregen. Middels lineaire 
regressie-analyse van deze punten kon de curve voor de component met hoge 
affiniteit worden getrokken. 
Voor de beide klassen antilichamen werden de associatie-constanten K, en 
K2 berekend uit de hellingen van de beide lineaire componenten. Uit de 
snijpunten met de X-as kon de bindingscapaciteit van de antilichamen met 
hoge affiniteit (BC,) en de totale bindingscapaciteit (TBC) worden bepaald. 
De bindingscapaciteit van de antilichamen met lage affiniteit (ВСц) werd 
verkregen uit het verschil tussen TBC en BC!. 
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3 Db EVALUA 1 IE VAN DE METHODE 
Dissociatie van de insiilme-antilichaamcomplexen door HCl 
О 5 ml Veronal-HSA buffer, bevattende antivarkensinsulineserum (Well­
come) in toenemende verdunning (1 2 000 tot 1 128 000) werd geincu-
beerd met 124-insuline (50 000 cpm) Hierna werd vrij '"l-insulinc verwij­
derd door adsorptie aah dextran-tharcoal, waarna de radioactiviteit in het 
supernatant werd bepaald en berekend als percentage van de totaal toege­
voegde radioactiviteit De bepalingen werden in duplo verricht 
Figuur VII-2 toont de zo verkregen verdunningscurve In afwezigheid van 
antiserum werd 92 5% van de tracer door dextran-charcoal geabsorbeerd In 
aanwezigheid van een overmaat antihchamen werd 10 5% van de tracer 
geadsorbeerd, waarna dit percentage toenam bij hogere antiserumverdun-
ningen 
Het experiment werd herhaald, waarbij echter na de incubatie van tracer 
en antiserum 0 1 ml HCL I O N werd toegevoegd, waardoor een pH = 2 5 
werd bereikt In afwezigheid van antiserum werd 93% van de tracer aan 
% vri| insul in· 
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Figuur Vil 2 Adsorptie van p 4 insuline 
aan dextran charcoal (percentage vrij insuli 
ne) voor en na dissociatie van insuline antih 
chaamcomplcxen De punten aangegeven 
met * geven weer het percentage geadsor 
beerd '""I-insuline in afwezigheid van insuli-
nebindendc antihchamen ( - ) en bij opklim 
mende antiserumverdunningen 
De punten aangegeven met · geven het 
percentage geadsorbeerd p , I insuline weer 
bij pH = 2 5 
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Figuur VII-3 Standaardcurven voor insuline 
in insuline-antiserum bevattend normaal 
plasma voor en na behandeling met HCl 
(pH = 2,5). dextran-charcoal en NaOII 
Getrokken lijn = voor behandeling, onder­
broken lijn = na behandeling 
dextran-charcoal geadsorbeerd. Bij iedere antiserum verdunning werd het­
zelfde percentage vrij insuline gemeten en dit bedroeg gemiddeld (± SD) 92 
± 1.9% (figuur VII-2). HCL veroorzaakte dus een volledige dissociatie van 
de insuline-antilichaamcomplexen. 
Effect van HCl op de binding van insuline door antilichamen 
Hiertoe werd de binding van 1251-insuline in willekeurige plasma's van 
insuline-afhankelijke diabeten vóór en na behandeling met dextran-charcoal 
bij pH = 2.5 bepaald. 25 μΐ plasma werd geincubeerd met '^I-insuline 
(20.000 cpm) en Veronal-HSA buffer tot een eindvolume van 0.5 ml gedu­
rende 30 minuten bij 370C en 20 uur bij 4°C. Dezelfde plasma's werden 
behandeld met dextran-charcoal in zuur milieu volgens de beschreven 
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methode, waarna 50 μΐ van het supernatant op dezelfde wijze werd geïncu-
beerd met '"^I-insuline. Vrij en gebonden insuline werden gescheiden mid-
dels de PEG-precipilatie-methode. 
Het percentage gebonden '2:,I-insuline in 11 onbehandelde plasma's 
bedroeg gemiddeld 20.65% (range 6.32-37.84%). Na de HCl-charcoal 
behandeling bedroeg het percentage binding gemiddeld 36.19% (range 
14.35-62.22%). In alle onderzochte plasma's nam het % binding toe met 22 
tot 146%. Dit experiment wees erop, dat de tijdelijk verlaagde pH de 
bindingseigenschappen van de antilichamen niet verstoorde en deze eiwitten 
niet denatureerde. Om hierover verdere informatie te verkrijgen werden 
standaardcurven vervaardigd voor en na behandeling van het insuline-
antiserum met dextran-charcoal in zuur milieu, en wel als volgt: normaal 
plasma (met insulineconcentratie van 12 μΕ/ml) werd geïncubeerd met een 
commercieel antivarkensinsuline serum (M29, Novo Industri) en daarna al 
dan niet behandeld met HCl, dextran-charcoal en NaOH volgens de beschre-
ven methode. 25 μΐ van het onbehandelde plasma-antiserum mengsel of 50 μΐ 
van het behandelde mengsel werd vervolgens geïncubeerd met 50 μΐ insuline-
standaardoplossing (bevattende 0, 20, 40. 80 en 160 μΕ varkensinsuline/ml), 
50 μΐ '^I-insuline (5000 cpm) en Veronal-HSA buffer tot een eindvolume van 
500 μΐ. De eindverdunning van het antiserum bedroeg in alle gevallen 
1:30.000. De bepalingen werden in triplo uitgevoerd. Na 3 dagen incuberen 
bij 40C werden vrij en gebonden insuline gescheiden met de PEG-precipita-
tiemethode, waarna het percentage specifiek gebonden 12:,I-insuline op de 
gebruikelijke wijze werd berekend. Figuur VII-3 toont dat de beide stan­
daardcurven parallel verliepen. De uit de Scatchard plot berekende dissocia­
tieconstanten en bindingscapaciteiten waren voor beide curven gelijk. 
Behandeling met HCl van plasma + antiserum resulteerde in een toename 
van de binding van l bI-insuline bij iedere insulineconcentratie. Het verschil 
tussen beide curven is volledig te verklaren uit de in het plasma aanwezige 
insulineconcentratie. 
Hieruit mag geconcludeerd worden, dat een tijdelijke verlaging van de pH 
tot 2.5 geen effect had op de bindingseigenschappen van de antilichamen. 
Reproduceerbaarheid 
In hetzelfde plasma van een insuline-afhankelijke patiënt werden tijdens 5 
afzonderlijke bepalingen de bindingscapaciteiten en associatieconstanten 
berekend (tabel VII-1). 
De gemiddelde totale bindingscapaciteit bedroeg 3.56 E/l met een varia-
tiecoëfficiënt van 16.2%. De gemiddelde bindingscapaciteit van bindings-
plaatsen met hoge affiniteit bedroeg 0.06 E/l, variaticcoëfficiënt 16.7%; de 
gemiddelde bindingscapaciteit van bindingsplaatsen met lage affiniteit 
bedroeg 3.50 E/l, variatiecoëfficiënt 16.1%. De bijbehorende associatiecon-
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Tabel VII-1 Bindingseigenschappen van insulmebindende antilichamen bij 
een patient met type 1 diabetes, berekend bij vijf afzonderlijke bepalingen 
Gemiddeld 
SD 
Variatie 
coeff (%) 
TBC 
(E/l) 
3 30 
4 20 
4 16 
3 16 
2 98 
3 56 
0 58 
16 2 
BC, 
(E/l) 
0 05 
0 05 
0 07 
0 07 
0 04 
0 06 
0 01 
16 7 
K, 
1/nmol) 
25 58 
34 39 
31 29 
20 99 
26 69 
29 79 
6 44 
21 6 
BC,, 
(E/l) 
3 25 
4 15 
4 09 
3 09 
2 94 
3 50 
0 57 
16 3 
K, 
(1/nmol) 
0 112 
0 069 
0 10 
0 13 
0 13 
011 
0 025 
22 7 
TBC = totale bindingscapaciteit BC, en K, betekenen bindingscapacitcit en associaticcon 
stante van antilichamen met hoge affiniteit voor insuline BQ, en K^  ge\en dezelfde parameters 
weer van antilichamen met lage affiniteit voor insuline 
stanten K, en K/, bedroegen gemiddeld 29 79 en 0 11 1/nmol met varia-
tiecoefficienten van resp 21 6 en 23 4% 
De affiniteit van insulmebindende antilichamen voor humane, varkens- en 
rundennsuline 
Om te onderzoeken of de affiniteit van endogeen gevormde antilichamen 
voor menselijk, varkens- of rundennsuline grote verschillen vertoonde, 
werden de volgende experimenten verricht Uit plasma's van 6 willekeurige 
patiënten met insulme-afhankelijke diabetes werd vrij en gebonden insuline 
verwijderd volgens de beschreven methode met dextran-charcoal bij pH = 
2 5 Hierna werd de binding voor '^I-varkensmsuhne bepaald in afwezigheid 
van met-gemerkte insuline (B0) en na toevoeging van humaan of varkensin-
suline (200 pg/buis) De werkwijze verliep als genoemd in paragraaf 2 van dit 
hoofdstuk 
Uit de resultaten (tabel VII-2) bleek, dat geen verschillen m affiniteit 
konden worden aangetoond Op dezelfde wijze werd de affiniteit voor 
varkens- en rundennsuline onderzocht, gebruik makend van plasma van 11 
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Tabel VII-2 De invloed van menselijke insuline en varkensinsuline op de 
binding van 12,I-insulme in plasma's van insuline-afhankelijke diabeten. 
Plasma no 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
Во 
54 58 
27 51 
35.03 
18 87 
15.86 
23.85 
+200 
Percentage gebonden 
pg varkensinsuline 
43.09 
20.45 
25.95 
16.79 
14 03 
17.33 
124-insuline 
+200 pg menselijke insuline 
43 59 
20 66 
25 96 
17.38 
14 53 
17 08 
patiënten, die behandeld werden met zowel varkens- als rundermsuline 
(tabel VII-3). 
Te verwachten zou zijn, dat toevoeging van rundermsuline een grotere 
daling van het percentage gebonden tracer zou veroorzaken dan toevoeging 
van varkensinsuline (Kurtz et al 1978, zie ook hoofdstuk III). Er werden 
echter geen significante verschillen in affiniteit voor beide insulines ge-
vonden. 
Tabel VII-3. De invloed van varkens- en rundermsuline op de binding van 
12,I-insuline in plasma's van insuline-afhankelijke diabeten. 
Percentage gebonden 125I-insuline 
Plasma no. Bn +200 pg varkensinsuline +200 pg rundermsuline 
29.26 
53.90 
37 55 
41.30 
27.98 
16 99 
40 67 
25 55 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
35.99 
62.22 
49 81 
46.02 
33 15 
30.08 
55.52 
34.24 
30.27 
55 87 
39 14 
40 19 
26 91 
16 35 
40 74 
25.39 
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SAMENVATI ING 
In plasma's van insuline-afhankelijke didbeten bleken de insulmebindende 
antilichamen bij een pH = 2,5 volledig te worden gedissocieerd, zonder dat 
hierdoor de bindingseigenschappen van de antilichamen werden verstoord 
Door vervolgens insuline te adsorberen aan dextran-charcoal werd insuline-
vri] plasma verkregen, waarin de bindingseigenschappen van de antilichamen 
konden worden bepaald uit analyse van vervaardigde Scatchard plots. Uit de 
vorm van de Scatchard plots bleek de heterogeniteit van de bindingsplaatscn 
voor insuline De plots werden ontleed in 2 componenten, overeenkomend 
met 2 klassen bindingsplaatscn, die konden worden gekarakteriseerd naar 
bindingscapaciteit en associatieconstante. De reproduceerbaarheid van de 
methode werd acceptabel geacht Deze kan waarschijnlijk worden verbeterd 
door de Scatchard plot uit een groter aantal meetpunten te construeren 
Verschil in affiniteit van de antilichamen voor varkens- en rundennsuline 
bleek niet aantoonbaar Omdat ook de afzonderlijke affiniteit voor mense-
lijk insuline en varkensinsuline niet aantoonbaar verschilde, kan geconclu-
deerd worden, dat insulmebindende antilichamen in staat zijn om zowel 
exogeen als endogeen insuline in dezelfde mate te binden 
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HOOFDSTUK Vili 
ONDERZOEK NAAR DE BETEKENIS VAN RESTERENDE 
INSULINEPRODUCTIE, VAN INSULINEBINDENDE 
ANTILICHAMEN EN VAN GLUCAGON VOOR DE METABOLE 
STABILITEIT BIJ TYPE 1 DIABETES 
OPZET EN UITVOERING VAN HET ONDERZOEK 
1. INLEIDING 
Labiele insuline-afhankelijke type 1 diabetes wordt gekenmerkt door grote 
en onvoorspelbare schommelingen in de plasmaglucoseconcentratie en door 
een sterke neiging tot het ontstaan van hypoglycaemie en ketoacidose, 
waarbij alle pogingen om tot een betere instelling te komen falen. Tot deze 
pogingen behoren uitsluiting of behandeling van bekende oorzaken van 
ontregeling, intensieve begeleiding en instructie aan patiënten en behande-
ling met meerdere injecties per dag met combinaties van lang- en kortwer-
kend insuline. Het is moeilijk te begrijpen wat de oorzaken zijn van deze 
grillig verlopende diabetes en waarom daarentegen de instelling bij andere 
type 1 diabeten veel stabieler is. In de hoofdstukken I t/m IV werden een 
aantal mogelijke oorzaken ter verklaring van labiliteit en stabiliteit be-
sproken. 
Het al dan niet bestaan van een nog aanwezige insulineproductie zou een 
plausibele verklaring kunnen zijn. Immers, een afwezige insulinesecretie 
maakt een patiënt totaal afhankelijk van exogeen insuline, waardoor de 
wisselende omstandigheden van elke dag de diabetes gemakkelijk kunnen 
doen ontsporen. Daarentegen kan een nog resterende insulineproductie, hoe 
gering ook, betekenen, dat wisselende situaties - en dus een wisselende 
insulinebehocfte - beter opgevangen kunnen worden. Zoals in hoofdstuk II 
werd beschreven, verschaft de bepaling van C-peptide in het serum de 
mogelijkheid om het al dan niet bestaan van endogene insulinesecretie bij 
type 1 diabeten te meten, dank zij het feit, dat C-peptide en insuline in 
equimolaire hoeveelheden door de B-cellen worden afgescheiden. 
Een volgende mogelijke oorzaak voor labiele of stabiele diabetes is de 
invloed van insulinebindende antilichamen. Literatuurgegevens (zie hoofd-
stuk III) duidden op de mogelijkheid, dat antilichamen met overwegend lage 
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affiniteit voor insuline bufferend kunnen werken op de insulineconcentraties, 
waardoor een gelijkmatiger en langduriger vrije insulineconcentratie kan 
worden gehandhaafd, met als gevolg een stabiele instelling. Anlilichamen in 
lage concentratie, of met overwegend hoge affiniteit voor insuline zouden 
daarentegen labiele diabetes kunnen veroorzaken, omdat van een werking 
als buffer geen sprake meer kan zijn. Inzicht in de functie van de antilicha-
men kan verkregen worden door bepaling van bindingscapaciteit en bin-
dingseigenschappen, maar ook door meting van de concentratie vrij en 
gebonden insuline gedurende de dag. 
De betekenis van glucagon bij insuline-afhankelijke diabetes leek aanvan-
kelijk belangrijk en zelfs essentieel te zijn, nadat bekend werd, dat diabetes 
gepaard gaat met een paradoxale hyperglueagonemie, waardoor de gevolgen 
van insulinedeficiëntie kunnen worden verergerd (hoofdstuk IV). Het leek 
daarom van belang om te onderzoeken of de hoogte van de glucagonspiegel 
in het plasma belangrijk was voor de ernst van type 1 diabetes. 
Doel van het onderzoek werd aldus om te onderzoeken of de grote 
verschillen in behandelbaarheid bij insuline-afhankelijke type 1 diabeten 
verklaard zouden kunnen worden door verschillen in resterende endogene 
insulincsecretie, in eigenschappen van insulinebindende antilichamen of in 
hoogte van de glucagonconcentratie. Daartoe werden allereerst volgens 
zorgvuldig opgestelde criteria patiënten met labiele en stabiele type 1 diabe-
tes geselecteerd. De opzet van de studie was om de patiënten te onderzoe-
ken tijdens voor hen zo normaal mogelijk gehouden omstandigheden. 
Zodoende werd ieders dieet en insulinetherapie gehandhaafd, terwijl bloed-
monsters werden afgenomen voor bepaling van de concentraties glucose, C-
peptide, vrij- en gebonden insuline en glucagon en voor karakterisering van 
insulinebindende antilichamen. 
2. SELECTIE VAN PATIËNTEN 
Bij de aanvang van het onderzoek bedroeg het aantal diabetespatiënten, 
dat werd behandeld op de diabetes-polikliniek van het St. Radboudziekcn-
huis ongeveer 600. Hieruit werden patiënten geselecteerd met labiele of 
stabiele type 1 diabetes. Bij allen was de diabetes acuut ontstaan met 
symptomen van het acute diabetische syndroom en de diabetes was altijd 
insulinc-afhankelijk gebleken. Er waren geen bijkomende ziekten en andere 
medicijnen dan insuline werden niet gebruikt. 
Voor de selectie van labiele of stabiele diabetcn waren tevoren criteria 
opgesteld, waaraan voldaan kon worden door gebruik te maken van gege-
vens, welke waren verkregen bij de poliklinische controles gedurende één 
jaar voorafgaande aan het onderzoek. De diabetes werd als labiel 
beschouwd, wanneer aan alle onderstaande criteria was voldaan: 
1. een gemiddelde glucosurie, die hoger was dan 30 g per 24 uur 
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2. het voorkomen van zowel hoge (> 20 mmol/1) als lage (< 10 mmol/1) 
plasmaglucoseconcentraties, vastgesteld op hetzelfde tijdstip van de dag 
3. het bestaan van typische symptomen van spontaan opgetreden hypogly-
caemieën 
4. ketonurie ( + + of + + + ketostix) met hoge glucosurie, vastgesteld bij 
tenminste 3 poliklinische controles, bij afwezigheid van een intercurrente 
ziekte 
5. aanpassingen van de insulinedosering bij geconstateerde ernstige ontrege-
lingen. 
Voor het bestaan van stabiele diabetes werden tegenovergestelde criteria 
opgesteld, te weten: 
1. een gemiddelde glucosurie lager dan 30 g per 24 uur 
2. plasmaglucoseconcentraties, die, gemeten tijdens de poliklinische contro-
les, altijd lager waren dan 15 mmol/1 
3. afwezigheid van onverklaarde hypoglycaemieën 
4. nooit ketonurie 
5. een constante insulinedosering, die slechts ten hoogste 3 maal met niet 
méér dan 4 E mocht zijn veranderd. 
Van alle patiënten werd verlangd, dat zij frequent waren gecontroleerd: 
labiele diabeten ten minste 1 χ per 4 weken, stabiele patiënten 1 x per 6 
weken. 
Alle patiënten, die aan bovenstaande criteria voldeden, coöperatief waren 
gebleken en bereid waren aan het onderzoek mee te doen, werden bij het 
onderzoek betrokken. 
3. PATIËNTEN EN NORMALE PROEFPERSONEN 
Er konden 3 groepen patiënten worden geselecteerd, genoemd groep А, В 
en C. Groep A bestond uit 9 labiele diabeten, behandeld met 2 insuline-
injectics per dag, bestaande uit combinaties van lang- en kortwerkende 
insuline. Groep В bevatte 10 patiënten met stabiele diabetes, behandeld met 
1 injectie langwerkendc insuline per dag. Groep С betrof 9 patiënten met 
stabiele diabetes, behandeld met 2 insuline-injecties per dag. 
De labiele patiënten stonden bekend als de moeilijkst te behandelen 
patiënten, zonder dat hiervoor een oorzaak bij de patiënt of bij de behande-
lend arts was gevonden. Gedurende het jaar voorafgaande aan het onder-
zoek waren zij 12 tot 28 maal poliklinisch gecontroleerd. Zes patiënten waren 
gedurende deze periode éèn of meerdere malen opgenomen geweest met een 
diabetische ketoacidose. Bij 2 tot 28 poliklinische controles per patiënt 
bleken spontane hypoglycaemieën voor te komen en bij het onderzoek van 
de urine werden tijdens 3 tot 11 controlebezoeken ketonen in de urine 
aangetoond. Als gevolg van hypoglycaemieën, ernstige hypcrglycaemieën en 
ketonurie was de insuline-dosis 4 tot 19 maal aangepast. 
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Tíibel VIII-2. Gegevens over het dieet bij de patiënten uit groep А, В en C. 
Aantal kCal per dag en de energiepercentages, geleverd door koolhydraten, 
eiwitten en vetten (gemiddeld ± SD). 
Groep A 
Groep В 
Groep С 
kCal/dag 
1708 ± 505 
1840 ± 492 
1965 ± 435 
% eiwit 
21 ± 3 
19 ± 3 
18 ± 2 
% koolhydraten 
43 ± 4 
39 ± 3 
40 ± 4 
% vet 
36 ± 7 
42 ± 3 
42 ± 4 
Gegevens van alle patiënten staan vermeld in tabel VIII-1. Tussen de 3 
groepen patiënten bestond geen significant verschil in gemiddelde leeftijd, 
percentage van het ideale lichaamsgewicht en duur van de diabetes. Wel 
waren er significante verschillen in gemiddelde insulinedosering. 
Vier normale proefpersonen dienden als controle. Hun gemiddelde leef-
tijd was 32.2 jaar (spreiding 30 tot 38 jaar), het gemiddelde percentage ideaal 
lichaamsgewicht bedroeg 103% (94 tot 115%). Zij ondergingen hetzelfde 
onderzoekprotocol als de patiënten. Op de dag van het onderzoek gebruik-
ten zij een dieet, dat in samenstelling en verdeling in hoofd- en tussenmaaltij-
den niet afweek van dat bij de diabetespatiënten. 
4. ONDERZOEKPROTOCOL 
Op de dag van het onderzoek kwamen de patiënten nuchter naar de 
kliniek, waar zij gedurende 24 uur verbleven. De reisduur van huis naar 
ziekenhuis bedroeg nooit langer dan 30 minuten. In de kliniek werden dieet-
en insulinetherapie niet veranderd. Het dieet werd gegeven in 3 hoofd- en 3 
tussenmaaltijden. Tussen de patiënten verschilde het totaal aantal calorieën 
per dag naar gelang de individuele behoefte, maar de verdeling in ener-
giepercentages koolhydraten, eiwitten en vetten was ongeveer gelijk (tabel 
VIII-2). Insuline werd onder toezicht ingespoten ter verifiëring van de juiste 
injectietechniek. De tijd tussen insuline-injectie en maaltijd bedroeg 15 
minuten. Bloedmonsters voor de bepaling van glucose, C-peptide, vrij en 
totaal insuline werden afgenomen vóór iedere hoofdmaaltijd of insuline-
injectie en vervolgens /2, 1 en 2 uur na het begin van de maaltijd, om 24.00 en 
04.00 uur 's nachts en de volgende ochtend om 08.00 uur (nuchter). Het 
protocol is schematisch weergegeven in figuur VIII-1. Tussen de venapunc-
ties in werden de patiënten aangemoedigd om te wandelen. Insulinebindende 
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— Tabel VIII-1. Gegevens over de patiënten met labiele en stabiele type-1 diabetes. 
Labiele diabeten, 
groep A 
Gemiddeld 
ges 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
±SD 
lacht 
M 
V 
V 
V 
V 
V 
V 
M 
ν 
leeftijd 
(jr) 
37 
16 
20 
33 
21 
27 
43 
33 
30 
29,9±8,7 
% ideaal 
lieh. gew. 
93 
88 
ПО 
126 
96 
109 
114 
66 
87 
duur 
diabetes 
(jr) 
9 
5 
9 
19 
14 
8 
15 
11 
10 
98,8±17,9 11,1±4,2 
compli­
caties* 
neur. 
— 
nefr. 
— 
— 
— 
— 
neur. 
— 
Insulinedosering (E)** 
's ochtends 
UL44 А 48 
UL24 А 36 
UL40 А 64 
L 40 А 24 
RT48 
MT 28 А 24 
UL36 А 40 
UL24 А 20 
UL20 А 12 
's avonds 
А 12 
А 16 
А 28 
А 24 
RT16 
А 12 
А 52 
А 20 
А 12 
totaal 
104 
76 
132 
88 
64 
64 
148 
84 
44 
89±34 
E/kg 
1,6 
1,4 
1,8 
1,0 
1,1 
1,0 
2,2 
1,5 
0,8 
1,4±0.4 
Stabiele diabeten, 
groep В 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
10. 
M 
ν 
M 
M 
M 
V 
M 
V 
M 
M 
29 
19 
30 
38 
38 
36 
34 
35 
45 
26 
101 
104 
99 
110 
115 
103 
104 
108 
102 
98 
11 
6 
16 
15 
27 
5 
2 
11 
8 
2 
— 
— 
— 
— 
ret 
— 
— 
— 
— 
— 
MT 56 
MT 44 
L 48 
L 24 
RT 48 
L 20 
MT 16 
RT 32 
L 20 
R T 2 8 
56 
44 
48 
24 
48 
20 
16 
32 
20 
28 
0,7 
0,7 
0,7 
0,3 
0,7 
0,3 
0,2 
0,5 
0,2 
0,4 
Gemiddeld ±SD 35,1±5,2 104±5,2 10,3±7,6 34±14 0,5±0,2 
Stabiele diabeten, 1. 
groep С 2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
Gemiddeld ±SD 
M 
M 
M 
M 
M 
V 
M 
M 
M 
37 
35 
34 
38 
48 
29 
20 
19 
32 
32,4±9,0 
96 
98 
109 
105 
108 
99 
88 
117 
100 
102,2±8,5 
27 
12 
22 
6 
15 
7 
5 
7 
27 
14,2±9,0 
nefr. 
ret+nefr. 
ret 
— 
— 
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* Neur=diabetische neuropathie, Nefr=diabetische nefropathie, Ret=diabetische retinopathie 
** Insulinepreparaten: UL=ultralente, L=Lente, MT=monotard, RT=rapitard, SL=semilente, A=Actrapid 
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Figuur VIIÍ-I Schema van het ondcrzoekprotocol De tijdstippen van de venapuncties ten 
opzichte van de maaltijden en gedurende de nacht en ochtend staan aangestreept op de 
horizontale as. 
INS betekent insuhne-injectie. M = hoofdmaaltijd, m = tussenmaaltijd. 
antilichamcn werden alleen in het nuchtere bloedmonster bepaald. 
Doordat pas later de bepaling van glucagon ter beschikking kwam, werd 
bij dezelfde patiënten - met uitzondering van 1 patiënt uit groep A en 2 
patiënten uit groep В - op een andere dag poliklinisch bloed afgenomen voor 
de bepaling van de plasmaconcentraties van glucagon en glucose, en wel vóór 
de ochtendosis insuline en Уг, 1 en 2 uur na het ontbijt. 
Na iedere venapunctie werd zo snel mogelijk plasma of serum afgecentri-
fugeerd en tot de bepaling bewaard bij -20°C. 
5 METHODEN 
C-peptide, totaal en vrij insuline en insulinebindende antilichamen werden 
bepaald zoals in eerdere hoofdstukken werden beschreven. Bij de normale 
proefpersonen werd insuline bepaald zonder voorafgaande behandeling van 
het plasma met PEG. Wel werd PEG 25% gebruikt bij de scheidingsproce­
dure tijdens de radioimmunoassay van insuline. Bloed voor de bepaling van 
glucagon werd opgevangen in gekoelde buizen, bevattende héparine en 5000 
E Trasylol per ml bloed. liet plasma werd onmiddellijk afgecentrifugcerd bij 
40C en bewaard bij -20CC. Voorafgaande aan de bepaling werd het plasma 
geëxtraheerd met ethanol ter verwijdering van de hoog-moleculaire vorm 
van glucagon („Big plasma glucagon") (Hendriks en Benraad 1980). Gluca-
gon werd bepaald middels radioimmunoassay, gebruik makend van antise-
rum 30K, verkregen van Dr. R.H. Unger, Dallas, USA. De methode werd 
beschreven door Hendriks en Benraad (1980 en 1981). Glucose werd enzy-
matisch bepaald middels „continuous flow" met dialyse volgens de GOD-
PAP-methode (glucoseoxydase-phenol-4-aminophenazon) van Trinder 
(1969). 
De gemiddelde amplitudo van de glucose excursies (MAGE) werd bere-
kend uit de invididuele 24-uurs plasmaglucose-curven volgens Service et al 
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(1970) De MAGE gccft de gemiddelde verschillen in bloedsuikerconccntra-
ties weer Alleen verschillen die meer dan 1 SD van de gemiddelde 24-uurs 
glucoseconcentratie afweken werden voor de berekening gebruikt (Zie ook 
pag 18) 
6 STA riSTISCHC BEWERKING 
Alle resultaten worden weergegeven als gemiddelde ± SEM, tenzij anders 
vermeld Voor bepaling van significante verschillen in gemiddelde resultaten 
werd de test van Wilcoxon voor niet gepaarde waarnemingen gebruikt 
Correlaties werden berekend middels lineaire regressie en getoetst met de t-
test van Student voor gepaarde waarnemingen 
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HOOFDSTUK IX 
RESULTATEN VAN HET ONDERZOEK BIJ PATIENTEN MET 
LABIELE EN MET STABIELE DIABETES 
1. GLUCOSE EN C-PEPTIDE* 
Normale proefpersonen 
Figuur IX-1 demonstreert dat de plasmaglucoseconcentratie gedurende 
een etmaal bij normale mensen slechts uiterst geringe fluctuaties ondergaat 
tijdens normale omstandigheden. De hoogste en laagste concentraties bij de 
4 proefpersonen bedroegen 6.4 en 3.6 mmol/l. De MAGE bedroeg 1.5 ± 0.3 
mmol/l. De nuchtere C-peptideconcentratie was 0.33 ± 0.03 pmol/ml. ledere 
hoofdmaaltijd veroorzaakte een stijging tot maximaal 0.52 ± 0.07 pmol/ml 
na het ontbijt, 0.61 ±0 .11 pmol/ml na de lunch en 0.61 ± 0.08 pmol/ml na 
het avondeten. Deze maxima werden 30 of 60 minuten na het begin van de 
maaltijd bereikt. De gemiddelde concentraties van C-peptide en glucose 
verliepen vrijwel parallel en de correlatiecoëfficiënt bedroeg 0.51 (p = 0.05). 
Deze lage correlatiecoëfficiënt wordt waarschijnlijk veroorzaakt door de 
nauwe range, waarbinnen de concentraties van glucose en C-peptide fluctu-
eren. 
* Dit gedeelte van de studie werd gepresenteerd op de wetenschappelijke vergadering van de 
Nederlandse Vereniging voor Diabelesonderzoek op 1 maart 1980 te Utrecht (abstract: Neth. J. 
Med. 23, 175, 1980) en op de 16th Meeting of the European Association for the Study of 
Diabetes, 24-27 september 1980, Athene (abstract: Diabetologia 19, 296, 1980) en in het 
volgende artikel: J. Λ. Lutterman, T. J. Bcnraad, Λ. van 't Laar: The relationship between 
residual insulin secretion and metabolic stability in type 1 (insulin dependent) diabetes. 
Diabetologia 21, 99-103. 1981. 
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Figuur IX-1 Gemiddelde (± SEM) plasmaconcentraties van glucose en serumconcentraties van 
C-peptidc gedurende 24 uur bij vier normale proefpersonen 
Labiele diabeten, groep A 
De gemiddelde plasmaglucose- en serum-C-peptideconcentraties bij de 9 
labiele patiënten worden getoond in tabel IX-1 en figuur IX-2 Het beloop 
van de glucoseconcentratie vertoonde grote individuele verschillen, zoals 
blijkt uit de grootte van SEM De glucoseconcentratie verliep bij iedere 
patient met grote fluctuaties gedurende de dag, de stijgingen en dalingen 
hadden nauwelijks een relatie met de maaltijden, zoals bij de normale 
proefpersonen, maar alleen enige relatie met de insuline-injecties De 
MAGE, berekend uit de individuele 24-uurs curven bedroeg gemiddeld 17 4 
± 2 8 mmol/1, hetgeen de grote variatie van het bloedsuikergehalte gedu-
rende de 24 uur illustreert Zes van de negen patiënten hadden gedurende 
deze tijd glucoseconcentraties van zowel hoger dan 20 mmol/1 als lager dan 10 
mmol/1 Bij 3 van hen ontstond een hypoglycaemie, gedefinieerd als een 
bloedsuikerconcentratie lager dan 3,5 mmol/1 Bij de als meest labiel bekend 
staande patient bewoog de plasmaglucoseconcentratie zich tussen 9 0 en 47 1 
mmol/1 Opvallend was dat bij alle labiele diabeten de plasmaglucoseconcen-
tratie een aanzienlijke stijging vertoonde tussen 4 en 8 uur in de ochtend, 
ondanks het feit dat langwerkend insuline in een vaak hoge dosis (zie tabel 
VIII-1) deel uitmaakte van de therapie Bij slechts 1 patient ging aan deze 
stijging een hypoglycaemie vooraf 
De gemiddelde C-peptideconcentratie bedroeg nuchter 0 19 ± 0 03 pmol/ 
ml Ondanks de grote fluctuaties in de plasmaglucoseconcentratie trad geen 
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ü! Tabel IX-l De gemiddelde (± SEM) plasmaconcentraties van glucose en vrij insuline en de gemiddelde serumconcentra-
30
 ties van C-peptide bij de onderzochte patiënten met labiele en stabiele diabetes 
Labiele diabeten (groep A), n=9 Stabiele diabeten (groep B), n=10 Stabiele diabeten (groep C), n=9 
glucose C-peptide vrij 
insuline 
mmol/1 pmol/ml μΕ/ml 
glucose C-peptide vrij 
insuline 
mmol/1 pmol/ml μΕ/ml 
glucose C-peptide vrij 
insuline 
mmol/1 pmol/ml μΕ/ml 
voor het ontbijt 
na /' uur 
na 1 uur 
na 2 uur 
voormiddageten 
na У* uur 
na 1 uur 
na 2 uur 
voor avondeten 
na '/> uur 
na 1 uur 
na 2 uur 
24 00 uur 
04 00 uur 
08 00 uur 
19 2±2 7 
20 7±2 3 
20 7±2 3 
21 5±1 8 
15 4±2 6 
15 4±2 4 
17 7±2 7 
17 7±2 9 
19 1±4 5 
18 3±4 7 
18 4±4 4 
16 5±4 2 
11 7±1 6 
12 4±2 1 
21 5±1 7 
0 19±0 03 
0 17±0 03 
0 16±0 02 
0 18±0 03 
0 18±0 02 
0 18±0 02 
0 20±0 02 
0 18±0 02 
0 18±0 01 
0 19+0 02 
0 19±0 01 
0 18±0 02 
0 20±0 01 
0 17±() 01 
0 19±0 01 
13± 3 
49±16 
59±19 
63±19 
59±15 
44± 9 
44±12 
36± 9 
26± 8 
53±12 
64±15 
60±12 
36± 8 
16± 2 
12± 4 
10 4±2 2 
12 2±2 0 
14 2 ± 1 8 
14 5±2 0 
10 9±2 1 
11 4 ± 1 7 
12 9 ± 1 8 
12 9 ± 1 9 
8 5 ± 1 5 
9 4 ± 1 5 
11 9 ± 1 5 
13 5±1 6 
11 1 ± 1 2 
9 2 ± 1 3 
11 6 ± 1 7 
0 24±0 02 
0 28 ±0 04 
0 29 ±0 05 
0 36 ±0 07 
0 30±0 06 
0 33±0 07 
0 31 ±0 06 
0 40±0 07 
0 27±0 04 
0 32±0 07 
0 36±0 07 
0 4()±0 09 
0 36±0 08 
0 24±0 04 
0 23±0 03 
19 ± 3 
29±8 
28±5 
30±3 
34±5 
32±5 
38±6 
40±6 
33±6 
32±5 
31±6 
32±5 
23±4 
19±4 
13±1 
12 7±2 7 0 16±0 02 22± 4 
13 2+2 3 0 18±0 02 36± 9 
13 7±2 3 0 19±()()3 52±12 
13 3±2 6 0 20±0 03 62±15 
9 9±2 4 ()20±0 02 52±12 
9 6 ± 1 9 0 2 2 ± 0 0 4 49+11 
10 7±1 7 0 19±()04 45± 9 
11 1 ± 1 2 0 23±0 07 38± 7 
10 3±1 2 0 18±0 03 32± 6 
9 2±1 5 0 18±0 03 48± 9 
10 1±1 3 0 18±0 03 49± 8 
9 8±1 2 0 18±0 03 45± 9 
8 7±0 9 0 16±0 02 29± 5 
9 7±1 2 0 19±0 03 20± 3 
14 4±2 3 0 19±0 02 19± 5 
L A B I E L E D I A B E T E S 
I N S 
,Μ 
INS 
,Μ ,Μ 
1 Γ 
25 
20 
15 
10 
5 · 
0 
p m o l / m | 
0. Br 
GLUCOSE 
C-PEPTIOE 
0.2 
0 1 2 0 1 2 0 1 2 24.00 4.00 β.00 h 
Figuur IX-2. Gemiddelde (± SEM) plasmaconcentraties van glucose en serumconcentraties 
van glucose en serumconcentraties van C-peptide gedurende 24 uur bij negen patiënten met 
labiele diabetes (Groep Λ) 
verandering op in de C-peptideconcentratie en bij niemand werd een varia-
tiecoëfficiént van 15% overschreden; deze waarde werd op grond van de 
intra-assayvariatiecoëfficiönt van de immunoassay aangenomen als grens 
voor significante verandering in concentratie. 
Uit het beloop van de C-peptideconcentratie kan geconcludeerd worden, 
dat bij deze patiënten geen resterende eigen insulinesecretie meer aanwezig 
was. Niettemin is het verwonderlijk, dat er toch meetbare concentraties, 
duidelijk de detectiegrens van de bepaling overschrijdend, werden gevon-
den. Op dit probleem wordt in de discussie uitvoerig teruggekomen. 
De stabiele diabeten, groep В 
P J resultaten van de metingen van plasmaglucose en serum-C-peptide bij 
de 10 patiënten van groep В zijn weergegeven in tabel IX-1 en figuur IX-3. 
De plasmaglucoseconcentratie bewoog zich uiteraard op een lager niveau dan 
119 
bij de labiele diabeten en de individuele verschillen waren geringer. De 
MAGE bedroeg gemiddeld 9.2 ±1.3 mmol/1. Opvallend is dat de fluctuaties 
in het plasmaglucosegehalte verband hielden met de maaltijden. Twee 
patiënten hadden gedurende de onderzoekperiode een hypoglycaemie en bij 
3 patiënten werden bloedsuikerconcentraties gemeten van zowel hoger dan 
20 mmol/1 als lager dan 10 mmol/1. De stijging van de bloedsuikerconcentra-
tie gedurende de na-nacht was bij deze groep veel geringer dan bij de labiele 
patiënten ondanks een veel lagere dosis langwerkend insuline (zie tabel VIII-
1)· 
De nuchtere C-peptideconcentratie bedroeg 0.24 ± 0.02 pmol/ml, niet 
significant verschillend van de nuchtere concentratie bij de labiele patiënten. 
Uit figuur IX-3 blijkt, dat de veranderingen in de gemiddelde glucoseconcen-
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Figuur IX-3. Gemiddelde (± SEM) plasmaconcentraties van glucose en serumconcentraties 
van C-peptide gedurende 24 uur bij tien patiënten met stabiele diabetes (groep B). 
tratic gepaard gingen met gelijk gerichte veranderingen in de gemiddelde C-
peptideconcentratie (r = 0.51, ρ = 0.05). Dit patroon werd echter niet bij 
iedere patiënt gevonden. 
Bij 5 patiënten trad gedurende de 24 uur geen significante verandering in 
de C-peptideconccntratie op. Figuur IX-4 toont van deze 5 patiënten de 
resultaten. Opvallend is, dat bij deze 5 patiënten (genoemd de non-respon-
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Figuur IX-5 Gemiddelde 
(± SEM) concentraties 
van plasmaglucosc en se-
rum-C-peptide gedurende 
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ders) het verband tussen het beloop van de glucoseconcentratie en de 
maaltijden verdwenen is. De gemiddelde C-peptideconcentratie verschilde 
op geen enkel moment significant van die bij de labiele patiënten. 
Bij de overige 5 patiënten (fig. IX-5) bedroeg de nuchtere C-peptidecon-
centratie 0.26 ± 0.04 pmol/ml. niet significant verschuldend van de concen-
tratie van 0.21 ± 0.03 bij de non-respoftders, of van 0.19 ± 0.03 pmol/ml bij 
de labiele patiënten. Na iedere maaltijd echter steeg bij deze zogenaamde 
responders de C-peptideconcentratie, tot 0.52 ± 0.09 pmol/ml (na het 
ontbijt), 0.61 ± 0.04 pmol/ml (het het middageten) en 0.62 ± 0.10 pmol/ml 
(na het avondeten). Deze maximaal bereikte concentraties waren even hoog 
als die bij de normale proefpersonen, maar werden pas na een langere tijd en 
bij een hoger plasmaglucosegehalte bereikt. Het verloop van de gemiddelde 
glucoseconcentratie had bij deze responders duidelijk verband met de maal-
tijden, d.w.z. deze steeg en nam weer af na iedere maaltijd. Tussen de 
gemiddelde concentraties van glucose en C-peptide bestond een significante 
correlatie (r = 0.87, ρ < 0.0001). De MAGE bij de responders en non-
responders van deze groep bedroeg gemiddeld resp. 7.3 ± 0.9 mmol/1 en 11.0 
± 2.4 (p > 0.5). 
Stabiele diabeten, groep С 
Tabel IX-1 vermeldt de gemiddelde concentraties van glucose en C-
peptide bij de 9 stabiele diabeten van groep C. De gemiddelde plasmagluco-
seconcentratie bewoog zich binnen dezelfde range als bij groep B, maar de 
stijgingen en dalingen hielden veel minder duidelijk verband met de maaltij­
den. De MAGE bedroeg gemiddeld 10.4 ± 2.2 mmol/1, niet significant 
verschillend van de MAGE bij groep B. 
Vier patiënten hadden gedurende de 24 uur in de kliniek een hypoglycae-
mie en bij 2 patiënten werden glucoseconcentraties gevonden zowel hoger 
dan 20 mmol/1 als lager dan 10 mmol/1. De gemiddelde stijging in glucosecon-
centratie tussen 4 en 8 uur 's morgens was geringer dan bij de labiele 
diabeten, maar groter dan bij de stabiele diabeten van groep B. 
De nuchter C-peptideconcentratie bedroeg 0.16 ± 0.02 pmol/ml, niet 
significant verschillend van die bij groep A en B. Het gemiddelde verloop 
ervan vertoonde slechts geringe fluctuaties. Uit de individuele curven bleek 
de concentratie over 24 uur bij 8 patiënten niet significant te veranderen 
(figuur IX-6) en op geen enkel moment was deze significant verschillend van 
die bij de labiele diabeten. Bij de negende patiënt steeg de C-pcplideconcen-
tratie na 2 van de 3 maaltijden en bij deze patiënt bestond tussen de 
concentraties van C-peptide en glucose een significante correlatie (r = 0.76, 
ρ < 0.001) (figuur IX-7). 
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Figuur ΙΧ-6 Gemiddelde 
(± SEM) concentraties 
van plasmaglucose en sc­
rum C-pcptide bij acht pa-
tienten uit groep С zonder 
significante verandering in 
C-peptideconcentratie ge­
durende 24 uur. 
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Figuur IX-7. Plasmagluco­
se- en scrum-C-peptidccon-
centratic bij één patient uit 
groep С met een C-peptidc 
respons. 
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Vergelijking van de groepen 
De stabiele diabeten met een C-peptide respons (5 uit groep В en 1 uit 
groep C) zijn vergeleken met de 13 stabiele diabeten zonder een C-peptidc 
reactie (figuur IX-8) Opvallend is wederom dat bij de C-peptide responders 
iedere maaltijd gevolgd wordt door een stijging en daling van de glucose- en 
C-peptideconcentratie met een significante correlatie tussen beide (r = 0 85, 
ρ < 0 001) BIJ de responders bestond een significante hogere gemiddelde C-
peptideconcentratie gedurende de nacht gepaard gaande met lagere gemid­
delde glucoseconcentraties en geringere stijging van de plasma-
glucoseconcentratie in de na-nacht 
Tabel IX-2 toont gegevens van deze C-peptide responders en non-respon-
ders en de labiele diabeten over leeftijd, duur van de diabetes, lichaamsge­
wicht, gemiddelde glucoscconcentratie gedurende de 24 uur, MAGE en 
insuhnedosis De stabiele C-peptide responders onderscheidden zich van de 
stabiele non-responders in duur van de diabetes en insuhnedosis zij hadden 
gedurende een kortere tijd diabetes en hadden een lagere insuhnedosis 
nodig Wat betreft de gemiddelde glucoscconcentratie en de grootte van de 
plasmaglucose-excursies bestonden geen significante verschillen Nagegaan 
is of bij de C-peptide responders de grootte van de C-peptide reactie na de 
maaltijden correleerde met MAGE of gemiddelde 24-uurs glucoscconcentra­
tie De enige correlatie die werd gevonden was die tussen de som van de 
toename in C-peptideconcentratie na de maaltijden en de gemiddelde 24-
STABIELE D I A B E T E S 
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uurs plasmaglucoseconcentratie (г = -0.79, ρ < 0.05). Met andere woorden, 
hoe groter de eigen insulineproductie, hoe lager de gemiddelde plasmagluco­
seconcentratie. Echter bij de stabiele C-peptide non-responders was de 
gemiddelde glucoseconcentralie niet significant hoger. 
Discussie 
Om de betekenis van al dan niet bestaande resterende insulinesecretie 
voor de behandelbaarheid van type 1 diabetes te onderzoeken werden 
patiënten geselecteerd met uiterste vormen van metabole stabiliteit, 
genoemd labiel en stabiel. Het is niet eenvoudig om de termen labiel en 
stabiel met kwantitatieve gegevens te objectiveren. De criteria, die voor deze 
studie werden opgesteld, zijn ieder op zich zeker geen absolute maat voor 
metabole stabiliteit, maar in alle criteria tesamen komt de beschrijvende 
definitie van labiliteit en stabiliteit wèl goed tot uitdrukking. Ondanks de 
toepassing van deze strenge criteria bleek, dat bij sommige stabiele patiënten 
gedurende de onderzockperiode soms hogere bloedsuikerwaarden werden 
gevonden dan ooit in het jaar voorafgaande aan het onderzoek tijdens 
poliklinische controles. Ook bleken niet zelden hypoglycaemieën voor te 
komen. Dit is waarschijnlijk veroorzaakt door de veranderde omstandighe-
den van een verblijf in de kliniek. Bovendien werd geconstateerd, dat de 
hypoglycaemieën door vrijwel alle patiënten niet werden herkend. 
Het was de opzet van de studie om het bestaan van resterende eigen 
insulinesecretie te onderzoeken niet door toepassing van B-cel stimulering 
middels b.v. intraveneus glucagon, tolbutamide of arginine, maar door 
gebruik te maken van de maaltijden als fysiologische prikkel tot insulinese-
cretie. Gemeend werd, dat hierdoor meer voor de praktijk geldige conclusies 
getrokken zouden kunnen worden omtrent de betekenis van resterende 
insulineproductie voor de behandelbaarheid. 
Voorafgaande aan de meting van C-peptide werden in het serum van de 
patiënten de gammaglobulinen geprecipiteerd met PEG 25% waardoor de 
insulinebindende antilichamen konden worden verwijderd. Heding (1978) 
heeft aangetoond dat proinsulinesecretie bij type 1 diabeten aanwezig kan 
blijven, zelfs wanneer de insuline- en C-peptidcsecretie is opgeheven. Proin-
suline wordt gebonden aan insulinebindende antilichamen waardoor de 
vcrdwijningssnelheid wordt verlengd en de concentratie in het serum wordt 
verhoogd. Gebonden proinsuline reageert in de C-peptidebepaling met het 
C-peptide-antiserum, waardoor hogere concentraties C-peptide worden 
gemeten dan in werkelijkheid bestaan, hetgeen kan leiden tot onjuiste 
interpretatie van de uitkomsten. Voor een betrouwbare meting van C-
peptide moeten de antilichamen dus worden verwijderd. 
In het toepassen van strenge selectiecriteria bij patiënten, het gebruik 
maken van fysiologische B-cel stimulering en in de verwijdering van de 
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Tabel ΙΧ-2. Gegevens van de labiele diabeten en van de stabiele diabetespatiënten met en zonder C-peptide respons na de 
maaltijden (gemiddeld ± SEM). 
aantal patiënten 
leeftijd (jaar) 
percentage van het ideale lichaamsgewicht 
duur van de diabetes (jaar) 
insulinedosering (E/24 uur) 
gemiddelde plasmaglucoseconcentratie 
(mmol/1)·1 
MAGEa 
labiele diabetes 
9 
28.9 ± 2.9 
98.8 ± 6.0 
11.1 ± 1.4 
89 ± 12b 
17.8 ± 1.6b 
17.4 ± 2.8b 
stabiele diabetes 
met C-peptide repons 
6 
32.8 ± 3.7 
100.5 ± 2.8 
5.5 ± 1.4b 
29 ± 7b 
10.0 ± 1.4 
7.4 ± 0.8 
stabiele diabetes 
zonder C-peptide respons 
13 
34.3 ± 2.5 
105 ± 1.9 
15.2 ± 2.3 
56 ± 6 
12.2 ± 1.0 
10.8 ± 1.7 
3
 Resultaten van metingen gedurende de 24 uur; bp < 0.05 ten opzichte van de beide andere groepen. 
antilichamen voorafgaande aan de meting van C-peptide onderscheidt ons 
onderzoek zich van alle andere tot nu toe gepubliceerde studies, waarin de 
rol van resterende insulinesecretie bij labiele en stabiele patiënten is onder-
zocht. Shima et al (1977) stelden de mate van stabiliteit vast aan de hand van 
de variatie in nuchtere bloedsuikerconcentraties. De C-peptidc immunoreac-
tiviteit bleek bij stabiele diabeten toe te nemen na oraal glucose en intrave-
neus toegediende arginine, maar de meest labiele patiënten vertoonden zo'n 
reactie niet. Reynolds et al (1977) die dezelfde B-cel stimulering toepasten 
deden dezelfde bevindingen en deze onderzoekers concludeerden, dat de 
verschillen in behandelbaarheid tussen labiele en stabiele diabeten verklaard 
konden worden uit de aanwezigheid van resterende insulineproductie bij 
„many, if not all" stabiele diabeten. Yue et al (1978) selecteerden patiënten 
met labiele en stabiele diabetes op grond van de klinische indruk. Na 50 g 
oraal glucose kon bij de labiele patiënten geen C-peptide respons worden 
aangetoond, maar hetzelfde werd gevonden bij vele stabiele patiënten. 
Onze resultaten komen met de bevindingen van Yue et al overeen. In de 
sera van onze patiënten zonder C-peptide respons werden niettemin concen-
traties C-peptide gemeten, die hoger waren dan de detectiegrens van de 
bepaling. Dit fenomeen is ook door andere onderzoekers gevonden en de 
nulwaarde genoemd (Faber et al 1978). Een verklaring hiervoor is niet 
eenvoudig te geven. Het is mogelijk, dat er een constante secretie van C-
peptide bestond. Maar het feit, dat gedurende de hele onderzoekperiode de 
C-peptidc concentratie niet veranderde, zelfs niet gedurende hypoglycaemie, 
pleit sterk tegen deze theorie. Een andere mogelijkheid is, dat de nulwaarde 
werd veroorzaakt door vrij proinsuline, dat niet door PEG werd geprecipi-
teerd en reageerde met het C-peptide-antiserum. Het is echter door Kuzuya 
et al (1977) aangetoond, dat de concentratie van vrij proinsuline te laag is om 
gemeten te kunnen worden met een C-peptide-antiserum, dat minder sterk 
met proinsuline dan met C-peptide reageert. De reactie van het door ons 
gebruikte antiserum M1230 met proinsuline bedraagt op molaire basis 11% 
vergeleken met de reactie met C-peptide (Faber et al 1978). De niet helemaal 
identieke samenstelling van standaardoplossing en serummonsters kan 
mogelijk van invloed zijn geweest, maar de exacte oorzaak is onduidelijk 
gebleven. 
Hoewel bij alle labiele patiënten (groep A) geen functionerende B-cel 
activiteit werd gevonden, kan dit feit alléén niet de labiliteit verklaren, omdat 
bij 13 van de 19 stabiele patiënten een C-peptide respons eveneens afwezig 
was. Echter bij 6 stabiele patiënten werden de maaltijden gevolgd door een 
stijging in de C-pcptideconccntratie als uiting van nog bestaande endogene 
insulinesecretie. Opvallend was, dat bij deze patiënten het verloop van de 
plasmaglucoseconcentratie heel anders was dan bij de overige diabeten, 
doordat elke maaltijd gevolgd werd door een stijging en daling van de 
glucoseconcentratie, een patroon zoals dat bij niét-diabeten bestaat. Dat 
daarbij een significante correlatie bestond tussen de concentraties van glu-
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cose en C-peptidc, kan betekenen dat het beloop \an de plasmaglucosecon-
centratie verband hield met en mogelijk bepaald werd door de nog reste-
rende insuhneproductie Resterende insulineproductie bleek ook van voor-
deel te zijn voor het glucosebeloop in de na-nacht bij nog aanwezige 
insulineproductie was de stijging in de plasmaglucoseconcentratie in deze 
periode veel geringer dan bij afwezige insulincsecretie 
De metabole stabiliteit van deze patiënten zou dus verklaard kunnen 
worden uit de nog bestaande endogene insulmesecretie Het feit echter, dat 
bij vele andere, eveneens stabiele patiënten geen reactie in C-peptideconcen-
tratie kon worden gevonden, betekent, dat resterende insulineproductie geen 
noodzakelijke voorwaarde is voor metabole stabiliteit Ernstig labiele diabe-
tes echter lijkt alleen maar voor te komen bij een volledig uitgeschakelde li-
cei functie 
2 VRIJ INSULINE 
Normale proefpersonen 
Bij de 4 normale proefpersonen werden binnen 30-60 minuten na het begin 
.M .M .M 
mmol, 
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Figuur IX 9 Gemiddelde concentraties (± SEM) van glucose en vrij insuline in plasma en van 
C-peptide m serum gedurende 24 uur bij vier normale proefpersonen 
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van de maaltijden pieken in de insulmeconcentratie bereikt, samenvallend 
met die van C-peptide (figuur IX-9) Tussen de gemiddelde concentraties van 
insuline en glucose ( d w z gemiddeld per tijdstip voor de groep) en tussen 
die van insuline en C-peptide bestonden significante correlaties r = 0 74 ( ρ 
< 0 01) en г = 0 76 (ρ < 0 01) De insulineconcentraties vóór de maaltijden 
en gedurende de nacht waren gemiddeld lager dan 10 μΕ/ml, terwijl de 
maximale concentraties gemiddeld 30 à 50 μΕ/ml bedroegen 
Labiele diabeten, groep A 
Bij de labiele diabeten werden maximale gemiddelde vrije insulineconcen-
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Figuur IX10 Gemiddelde concentraties (± SEM) van glucose en vrij insuline in plasma en 
van C-peptide in serum gedurende 24 uur bij negen patiënten met labiele diabetes (groep A) 
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tralies van ± 60 μΕ/ml 1 à 2 uur na de insuline-injeclies bereikt (tabel IX-1 en 
Figuur IX-10) Zoals uit de grootte van de SEM blijkt, waren er grote 
individuele verschillen Tussen de concentraties van glucose en vrij insuline 
bestond geen enkele correlatie, noch bij de groep als geheel, noch bij de 
individuele patiënten 
Opvallend is, dat, vergeleken met normaal, klaarblijkelijk een veel hogere 
perifere insulineconcentratic nodig is om de plasma glucoseconcentratie 
binnen aanvaardbare grenzen te brengen Dit is vooral duidelijk in de nacht 
en vroege ochtend, waarbij een scherpe stijging in de gemiddelde glucose-
concentratie optrad bij een gemiddelde vrije insulmeconcentratie tussen 16 
± 2 en 12 ± 4 μυ/ml. Bij de normale proefpersonen bedroeg de insuhnecon-
centratie op dezelfde tijdstippen gemiddeld 7 ± 2 en 9 ± 1 μΕ/ml 
Stabiele diabeten, groep В 
Het gemiddelde beloop van de concentratie vrij insuline was heel anders 
dan dat bij de labiele patiënten na de ochtendinjectie langwerkend insuline 
STABIELE DIABETES 
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Figuur IX-ll Gemiddelde concentraties (± SEM) van glucose en vrij insuline in plasma en 
van C-peptide in serum bij vijf patiënten met stabiele diabetes uit groep В (C-peptide 
responders) 
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Figuur IX-12. Gemiddelde concentraties ( i SEM) van glucose en vnj insuline in plasma en 
van C-peptide in scrum gedurende 24 uur bij vijf patiënten met stabiele diabeten uit groep В (C-
pcptidc non-responders) 
nam de concentratie geleidelijk toe tot een maximum halverwege de middag, 
waarna een geleidelijke daling optrad (tabel IX-1). Bij een deel van deze 
patiënten werd de insulincconcentratie niet alleen bepaald door de geïnji-
ceerde insuline maar ook door de nog aanwezige endogene insulincproduc-
tie. Figuur IX-11 toont de resultaten bij de 5 patiënten bij wie deze endogene 
productie was aangetoond. Bij hen bestond een significante correlatie tussen 
de gemiddelde concentraties van vrij insuline en C-pcptide (r = 0.69, ρ < 
0.01), niet tussen die van vrij insuline en glucose. Hoewel de maximaal 
bereikte gemiddelde concentratie C-peptide bij deze patiënten even hoog 
was als bij de normale proefpersonen, waren de maximaal bereikte concen-
traties vrij insuline significant lager. Op andere momenten gedurende de 24 
uur was bij deze 5 patiënten de gemiddelde insulineconcentratie significant 
hoger dan bij de normale proefpersonen; dit gold met name op de momenten 
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voor de 3 hoofdmaaltijden en gedurende de nacht (in alle gevallen ρ < 0 05) 
Bij deze 5 patiënten werd op geen enkel moment een gemiddeld hogere 
vrije insuhneconcentratie gevonden dan bij de labiele patiënten en deze was, 
integendeel, op sommige momenten significant lager (met name 30, 60 en 120 
minuten na het avondeten) 
Bij de 5 patiënten zonder endogene insulineproductie bestond geen signifi-
cante correlatie tussen de concentraties vrij insuline en glucose Vergeleken 
met de C-peptide responders was het beloop van de gemiddelde insuhnecon-
centratie veel meer in overeenstemming met de therapeutische insuline-
injectie (figuur IX-12) 
Uit figuur IX-13 blijkt dat de gemiddelde insulineconcentratie bij de non-
responders hoger was dan bij de responders, op vele punten was dit verschil 
significant De insulinedosis bij deze beide groepen bedroeg gemiddeld (± 
SD) respectievelijk 44 ± 12 en 23 ± 7 E/dag (p < 0 05) Op geen enkel 
moment werden tussen beide groepen significante verschillen in gemiddelde 
plasmaglucoseconcentratie gevonden 
I I I 
2 24 00 4 00 8 00 h 
Figuur IX 13 Gemiddelde concentraties (± SEM) van vrij insuline gedurende 24 uur bij de С 
peptide non-responders (getrokken lijn, η = 5) en de С peptide responders (onderbroken lijn 
η = 5) van groep В * = ρ < 0 OS 
Vergeleken met de normale proefpersonen werd bij de C-peptide non-
responders op 8 meetpunten een significant hogere gemiddelde vrije insuh­
neconcentratie gevonden (p < 0 05), maar vergeleken met de groep labiele 
patiënten bestonden geen significante verschillen De gemiddelde insuline-
dosis bij de labiele patiënten (89 ± b/dag) was echter significant hoger (p < 
0 05) 
Stabiele diabeten, groep С 
Evenals bij de labiele patiënten werden binnen 2 uur na de insuhneinjec-
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Figuur IX-14. Plasmaconcentratie van glucose en vrij insuline enscrumconcentratie van C· 
peptide bij de patiënt uit groep С met nog bestaande endogene insulincrcservc. 
ties maximale vrije insulineconcentraties gemeten (tabel IX-1). Bij één 
patiënt van deze groep bestond nog een resterende eigen insulineproductie 
(fig IX-14). Bij hem bestond echter geen significante correlatie tussen de 
concentratie vrij insuline en die van glucose of C-peptide. Opvallend is wel, 
dat de vrije insulineconcentratie lager was dan de gemiddelde vrije insuline-
concentratie bij de overige 8 patiënten (fig IX-15) en dat met name gedu-
rende de nacht bij een insulineconcentratie ^ 20 μΕ/ml een stijging in de 
plasmaglucoseconcentratie uitbleef. 
De overige 8 patiënten (fig. IX-15) komen het meest overeen met de 
labiele patiënten door het feit, dat de behandeling uit 2 injecties insuline 
bestond en dat een endogene insulineproductie afwezig was. Op geen enkel 
punt konden significante verschillen in vrije insulineconcentratie gevonden 
worden, terwijl toch grote verschillen bestonden in de hoogte en in de 
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Figuur 1X15 Gemiddelde concentraties (± SEM) \an glucose vrij insuline en С peptide 
gedurende 24 uur bij acht patiënten met stabiele diabetes \an groep С zonder endogene 
insulmeproductie 
fluctuaties van het plasmaglucosegehdlte Gedurende de nacht was de gemid­
delde insulineconcentratie van ± 20 μΕ/ml kennelijk te laag om een stijging 
in de plasmaglucoseconcentratie te voorkomen, zoals dat ook bij de labiele 
patiënten het geval was 
Figuur IX-16 toont de vrije insulineconcentratics bij alle stabiele patiënten 
(groep В + С) Bij patiënten met endogene insulmeproductie werden 
significant lagere vrije insuhneconcentraties gevonden dan bij de patiënten 
zonder eigen insulinesecretie Echter, ondanks deze lagere insuhneconcen-
traties waren de gemiddelde plasmaglucoseconcentraties op geen enkel 
moment hoger, de beide nuchtere gemiddelde glucoseconcentraties (aan 
П4 
begin en einde van de onderzoekperiode) waren zelfs significant lager (ρ < 
0.05). 
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Figuur IX-16. Gemiddelde plasmaconccntralies van glucose en vrij insuline gedurende 24 uur bij 
de stabiele diabeten van groep В en groep C, verdeeld in C-pcptide nonresponders (getrokken 
lijn, η = 13) en C-peptide responders (onderbroken lijn. η = 6). 
* = ρ < 0.05** = ρ < 0.01. 
Discussie 
Bij mensen zonder diabetes mellitus wordt insuline acuut geleverd telkens 
wanneer dit nodig is en precies in de juiste hoeveelheid. Daarbij ontmoet 
insuline als eerste en belangrijkste orgaan de lever, die ± 50% van de 
toegevoerde insuline bindt; de rest wordt daarna via de bloedbaan over het 
lichaam verspreid. In de normale situatie komt de lever daarom in contact 
met veel hogere insulineconcentraties dan in het perifere bloed worden 
gemeten (Horwitz et al 1975). 
Bij insuline-afhankelijke diabeten is deze situatie totaal anders: van een 
afgewogen en efficiënte toelevering van insuline is geen sprake meer, zelfs 
niet bij gebruik van meerdere insulinepreparatcn met verschillende 
werkingsduur. Bovendien is de route van insuline anders: de lever wordt 
bereikt via de grote circulatie en niet meer via de V. portae. Het is daarom 
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verklaarbaar, dat vergeleken met normaal, bij de labiele diabeten gemiddeld 
hogere vrije insulineconcentratics in het perifere bloed werden gemeten met 
desondanks hoge bloedsuikerwaarden. Ook in de postabsortieve fase konden 
hogere insulineconcentratics dan bij normalen niet voorkomen, dat de 
plasmaglucoseconcentratie steeg. De gemiddelde hoogte van de vrije insuli-
neconcentratie en het gemiddelde beloop ervan kan echter niet verklaren 
waarom deze patiënten labiel waren. De stabiele patiënten uit groep В en С 
zonder endogene insulinesecretie hadden bij elk meetpunt gedurende de 24 
uur een gemiddelde concentratie vrij insuline, die niet significant verschilde 
van overeenkomstige gemiddelde concentraties bij de labiele patiënten. Het 
beloop van de vrije insulineconcentratie bij de labiele patiënten en bij de 
stabiele patiënten van groep С toont bovendien een opvallende gelijkenis 
(vergelijk figuur IX-10 en figuur IX-15). 
Bij de stabiele diabeten met nog resterende eigen insulinesecretie werden 
in de postabsorptieve fase (vóór de maaltijden en gedurende de nacht) 
eveneens hogere insulineconcentraties gemeten dan normaal, maar vergele-
ken met stabiele patiënten zonder resterende beta-cel functie werden op vele 
momenten van de dag lagere concentraties gemeten. Niettemin was de 
diabetes stabiel en eerder beter dan slechter ingesteld, waarvoor een lagere 
dosis insuline nodig was dan bij de C-peptide non-responders. Hier geldt 
waarschijnlijk als verklaring, dat met lagere perifere insulineconcentraties 
kon worden volstaan, omdat de lever hogere concentraties kreeg aangeboden 
door de nog bestaande resterende insulinesecretie. 
De toename in C-peptideconcentratie na de maaltijden was bij de stabiele 
C-peptide responders even groot als bij de normale proefpersonen, maar de 
stijging in concentratie vrij insuline was significant kleiner. Een verklaring 
hiervoor kan zijn, dat door de korte halfwaardetijd van insuline van slechts 
enkele minuten de veel trager verlopende insulineproductie bij de patiënten 
lagere perifere concentraties veroorzaakt dan de snelle pieken in insulinese-
cretie bij de normalen. Het is bovendien mogelijk, dat insulinebindende 
antilichamen endogeen insuline voor een deel wegvangen. 
Over het verloop van de concentratie vrij insuline gedurende de 24 uur bij 
nauwkeurig geselecteerde labiele en stabiele type I diabcten zijn geen 
literatuurgegevens bekend. Wel bepaalden Asplin et al (1978) de concentra-
tie vrij insuline 7 x gedurende 24 uur bij 100 diabeten, die op slechts enkele 
klinische gegevens waren ingedeeld als goed, matig of slecht ingesteld. De 
gemiddelde glucoseconcentratie over 24 uur bleek negatief gecorreleerd te 
zijn met de logaritme van de gemiddelde concentratie vrij insuline. Geen 
correlatie bestond er tussen de grootte van de fluctuaties van de concentratie 
vrij insuline en de mate van instelling, waaruit valt af te leiden, dat de slechtst 
ingestelde diabeten geen opvallend lage concentraties vrij insuline hadden. 
In een andere studie van Asplin et al (1979) bij 16 goed ingestelde insuline-
afhankelijke diabeten werd negen maal gedurende 24 uur bloed afgenomen 
voor de bepaling van onder meer vrij insuline. Relevant is, dat tussen de 
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patiënten met en zonder resterende insulinesecretie, geen opmerkelijke 
verschillen werden gevonden in concentratie vrij insuline, zoals bij onze 
stabiele diabeten 
Gcrbitz et al (1979) bepaalden om de 2 uur gedurende een etmaal de 
concentratie vrij insuline bij insuline-afhankelijke diabeten met of zonder C-
peptide respons na de maaltijden Bij de 8 patiënten zonder C-peptide-
reactie werden significant lagere gemiddelde concentraties vrij insuline 
gevonden, maar deze patiënten hadden hogere plasmaglucoseconcentraties, 
zij waren dus slechter ingesteld, maar waren met labiel 
Interessant is de studie van Lewis et al (1976), die 6 normale proefperso-
nen en 4 goed ingestelde type I diabeten tijdens het laatste trimester van de 
graviditeit onderzochten, waarbij 18 maal in 24 uur de concentratie vrij 
insuline werd bepaald Bij de diabeten met afwezige endogene insulinesecre-
tie werden significant hogere concentraties vrij insuline gemeten, zoals dat 
ook voor onze stabiele diabeten zonder C-peptide gold 
Hoewel in de huidige studie tussen de labiele diabeten en de stabiele 
patiënten zonder resterende insulinesecretie op geen enkel moment signifi-
cante verschillen werden gevonden in gemiddelde concentratie vri) insuline, 
was de gemiddelde insuhnedosis bi) de labiele diabeten significant hoger Dit 
pleit voor het bestaan van degradatie van subcutaan toegediend insuline bij 
labiele diabeten (Pickup et al 1981, zie blz. 25). Maar ook hiermee is labiele 
diabetes met verklaard, omdat het effect van een lokale afbraak van insuline 
overwonnen kan worden door toediening van een hogere insuhnedosis Of 
daarnaast bij labiele diabeten een grotere variatie in absorptie van insuline 
bestaat dan bij stabiele diabeten, is nog met onderzocht 
3 GEBONDEN INSULINE 
Bij twee patiënten (één uil groep A en één uit groep C) kon geen 
gebonden insuline worden aangetoond; bij hen was de concentratie vrij 
insuline gelijk aan die van totaal insuline. Van de overige patiënten is de 
gemiddelde concentratie gebonden insuline over de 24 uur met de standaard-
deviatie per individu weergegeven in figuur IX-17 Tussen de groepen blijken 
geen opvallende verschillen te bestaan, zowel wat betreft de hoogte van de 
gemiddelde 24-uurs concentratie als de grootte van de standaarddeviatie 
Wel bleek bij toetsing de gemiddelde concentratie in groep С significant 
hoger te zijn dan die in groep A De gemiddelde grootte van de standaardevi-
aties verschilde tussen de groepen met significant 
Bij bestudering van het concentratiebeloop per 24 uur bij de afzonderlijke 
patiënten konden in elk van de groepen twee patronen worden herkend 
Zoals ook uit de grootte van de standaarddeviaties in figuur IX-17 valt af te 
leiden, kwamen er in iedere groep patiënten voor, bij wie de concentratie 
gebonden insuline over de 24 uur nauwelijks enige fluctuatie onderging. De 
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Figuur IX-17. De gemiddelde 24-uurs concentratie gebonden insuline (± SD) per patient bij 
groep A (labiele diabetes), groep В en groep С (stabiele diabetes). 
De met een Astenx aangeduide patiënten waren patiënten met resterende endogene insulinse-
cretic. 
kleine veranderingen hadden geen verband met veranderingen in de concen-
tratie vrij insuline of met het tijdstip van de insuline-injecties. Uit tabel IX-3 
Tabel IX-3. Gemiddelde 24-uurs concentratie (μΕ/ml) gebonden insuline ± 
SD bij 10 patiënten uit de groepen А, В en С met geringe fluctuatie in de 
concentratie. 
Groep А Groep В Groep С 
13 ± 6 
22 ± 7 
13 ± 5 
24 ± 7 
27 ± 9 
29 ± 13 
48 ± 5 
235 ± 9 
45 ± 10 
107 ± 12 
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label IX-4. Correlaticcoefficient (r), die de relatie aangeeft tussen de 
concentraties vrij en gebonden insuline bij 16 patiënten uit de groepen А, В 
en C. 
Groep А Groep В Groep С 
Ü.88 ρ < 0.01 
0.87 ρ < 0.01 
0.84 ρ < 0.01 
0.80 ρ < 0.01 
0.67 ρ < 0.01 
0.47 Ν.S. 
0.73 ρ < 0.01 
0.62 ρ < 0.05 
0.62 ρ < 0.05 
0.25 N.S. 
0.95 ρ < 0.01 
0.93 ρ < 0.01 
0.83 ρ < 0.01 
0.62 ρ < 0.05 
0.47 N.S. 
0.08 N.S. 
blijkt, dat bij de meesten van deze 10 patiënten de gemiddelde 24-uurs-
concentratie gebonden insuline betrekkelijk laag was. Bij de overige 16 
patiënten gingen kleine of grote veranderingen in de concentratie gebonden 
insuline gepaard met gelijkgerichte veranderingen in de concentratie vrij 
0 1 2 0 1 2 0 1 2 2400 4 00 800 h 
0 1 2 0 1 2 0 1 2 2400 400 βΟΟ h 
Figuur IX-18. Plasmaconcentratie van glucose, vrij insuline (onderbroken lijn) en gebonden 
insuline (getrokken lijn) bij 2 patiënten met labiele diabetes (groep A) In de linker figuur 
verandert de concentratie gebonden insuline niet significant, terwijl in de rechter figuur de 
concentratie gebonden insuline significant gecorreleerd is met de concentratie vrij insuline (r = 
0.84, p<0.001) UI. betekent Ultralente, A betekent Actrapid De getallen achter de afkortin-
gen betekenen het aantal eenheden van het betreffende insulinepreparaat. 
139 
MT 5e 
•.M іМ IM 
Figuur ІХ-І9 Plasmaconccntratie van glucose, vrij insuline (onderbroken lijn) en gebonden 
insuline (getrokken lijn) bij 2 patiënten met stabiele diabetes uit groep В zonder (links) of met 
(rechts) verandering in de concentratie gebonden insuline gedurende de 24 uur. Rap. betekent 
Rapitard, MT betekent Monotard. 
А 40 Α2β 
V г Г г Τ г 
Figuur ІХ-20 Plasmaconccntratie van glucose, vrij insuline (onderbroken lijn) en gebonden 
insuline bij 2 patiënten uit groep С met stabiele diabetes. In de linker figuur verandert de 
concentratie gebonden insuline met gedurende de 24 uur, terwijl deze in de rechter figuur grote 
veranderingen ondergaat, die parallel lopen aan veranderingen in de concentratie van vrij 
insuline 
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insuline. Bij 12 van hen bestond er gedurende de onderzoekperiode een 
significante correlatie tussen de concentraties vrij en gebonden insuline 
(tabel IX-4). In de figuren IX-18, IX-19 en IX-20 worden van beide patronen 
voorbeelden gegeven. Van de 6 patiënten bij wie een nog resterende 
insulineproductie was aangetoond, werd slechts bij één patiënt een signifi-
cante correlatie gevonden tussen de concentraties C-peptide en gebonden 
insuline (r = 0.55, ρ = 0.05). 
Noch bij de afzonderlijke groepen, noch bij de totale groep patiënten kon 
een verband worden gevonden tussen gebonden insuline (gemiddelde 24 uurs 
concentratie of standaarddeviatie) en de insulinedosis, uitgedrukt als eenhe-
den per dag of per kg lichaamsgewicht. 
Discussie 
Omdat de reactie tussen insuline en insulinebindendc antilichamen reversi-
bel is, kan in het plasma van diabetespatiënten een reservoir voor insuline 
ontstaan. De mate waarin en de snelheid waarmee insuline geassocieerd en 
gedissocieerd is onder meer afhankelijk van de concentratie antilichamen en 
van de associatie- en dissociaticconstanten. Zo kan van een functie als 
reservoir of als buffer geen sprake zijn, wanneer antilichamen in lage 
concentratie circuleren of in het geheel niet aantoonbaar zijn, of wanneer de 
affiniteit ervan voor insuline zeer hoog of zeer laag is. Dixon et al (1972, 
1975) meenden, dat in deze situaties de behandelbaarheid van diabetespa-
tiënten nadelig werd beïnvloed en dat hierdoor een metabole instabiliteit 
werd veroorzaakt: bij labiele diabetespatiënten werd in hel plasma ofwel een 
lage bindingscapaciteit voor insuline gevonden ofwel een overwegend hoge 
of zeer lage affiniteit van de antilichamen voor insuline. Bij de meeste 
stabiele diabeten daarentegen kon een bufferend effect van de antilichamen 
worden vastgesteld, en bij die patiënten, bij wie dit niet het geval was, werd 
verondersteld, dat nog een resterende endogene insulinesecretie bestond. 
De bevindingen van Dixon et al berusten op in vitro experimenten met uit 
het plasma geïsoleerde antilichamen. Een directer inzicht in de functie van de 
antilichamen meenden wij te kunnen verkrijgen uit het beloop van de 
concentratie gebonden insuline gedurende de dag. Daarbij bleken er tussen 
de patiënten met labiele en stabiele diabetes geen duidelijke verschillen te 
bestaan in de mate waarin insuline werd gebonden en weer werd gedissoci-
eerd. Lage en hoge gemiddelde concentraties gebonden insuline werden 
zowel bij labiele als stabiele patiënten gevonden en de gemiddelde spreiding 
in de concentratie gebonden insuline gedurende de 24 uur verschilde tussen 
de groepen niet significant. Bij sommige patiënten met labiele diabetes bleek 
de concentratie gebonden insuline niet wezenlijk te veranderen gedurende 
het etmaal, maar hetzelfde werd gevonden bij acht patiënten met stabiele 
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diabetes, terwijl bij vier van hen geen resterende endogene insulinesecretie 
kon worden aangetoond 
Ook in de wijze waarop bij de overige patiënten de concentratie gebonden 
insuline over de 24 uur veranderde konden geen verschillen worden gecon-
stateerd tussen patiënten met labiele of stabiele diabetes De insuline-
injecties werden gevolgd door stijgingen en dalingen in de concentratie van 
vrij en gebonden insuline, met meestal een significante correlatie tussen 
beide concentraties De antilichamen fungeerden hier inderdaad als reservoir 
voor insuline, een effect, dat echter zowel bi] stabiele als labiele patiënten 
bestond In tegenstelling tot de bevindingen van Dixon et al (1972, 1975) kan 
daarom met geconcludeerd worden, dat de functie van de antilichamen als 
tijdelijke opvang van insuline de behandelbaarheid van diabetespatiënten 
gunstig beïnvloedt 
Over het beloop van de concentratie gebonden insuline gedurende de dag 
zijn nauwelijks literatuurgegevens bekend In de studie van Gerbitz et al 
(1979), waarbij diabetespatiënten met of zonder resterende insulinesecretie 
werden onderzocht, wordt vermeld, dat er bij de individuele patiënten geen 
significante correlatie werd gevonden tussen de gemiddelde 24 uurs concen-
tratie gebonden insuline en metabole paramters als gemiddelde plasmagluco-
seconcentratie, MAGb en M-waarde Over het verband tussen beloop van 
de concentratie gebonden insuline en behandelbaarheid zijn geen gegevens 
voorhanden 
De mogelijke reactie tussen insuhnebindende antilichamen en endogeen 
geproduceerd insuline kan als een nadelig effect van deze antilichamen 
worden opgevat Bij een van de zes patiënten met een resterende endogene 
insuhneproductie werd een significante correlatie gevonden tussen de con-
centraties van C-peptide en gebonden insuline Dit suggereert, dat endogene 
insuline inderdaad door antilichamen werd gebonden Dit feit kan echter niet 
worden beschouwd als duidelijk nadelig voor de behandelbaarheid, omdat 
het een stabiele diabetes betrof In de literatuur is gesteld, dat door de reactie 
van endogene insuline met antilichamen een nog bestaande insuhneproductie 
sneller uitgeput raakt (Ludvigsson en Heding 1976, Ortved Andersen 1977) 
Echter, Eff et al (1978) vonden bij groepen diabetespatiënten, die met 
verschilden in gemiddelde diabetesduur, maar wel in het vermogen tot 
endogene insulinesecretie, geen verschil in antihchaamconcentratie 
Bij onze patiënten werd geen significante correlatie gevonden tussen de 
gemiddelde 24 uurs concentratie gebonden insuline of de standaarddeviatie 
hiervan en de insulmcdosis Dit is in overeenstemming met de bevindingen 
van anderen (zie hoofdstuk III-4), dat insuhnebindende antilichamen bij 
met-resistente patiënten de hoogte van de insulinedosis niet beïnvloeden 
Concluderend kan gesteld worden, dat het effect van insuhnebindende 
antilichamen op de associatie en dossociatie van insuline bij patiënten met 
labiele en stabiele diabetes niet verschilt Voor de behandelbaarheid van 
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diabclcs lijkt de aanwezigheid van deze antilichamen niet van duidelijk 
voordeel of nadeel te zijn. 
4 BINDINGSEIGENSCHAPPEN VAN DE ANTILICHAMEN 
Bij 9 van de 28 patiënten kon geen Scatchard plot worden geconstrueerd, 
omdat insulinebindende antilichamen ontbraken of omdat de concentratie 
Tabel IX-5. Bindingsparameters van insulinebindende antilichamen bij de 
labiele en stabiele patiënten. 
Labiel, 
groep A 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
Stabiel, 
groep В 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
Stabiel, 
groep С 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
TBC 
(E/l) 
1.87 
15.12 
31.70 
1.38 
3.30 
3.36 
38.89 
3.84 
1.17 
1.65 
16.45 
0.96 
0.36 
7.09 
2.97 
1.04 
17.84 
4.63 
6.59 
BC, 
(E/l) 
0.02 
0.03 
— 
0.06 
0.05 
0.03 
0.02 
0.03 
0.01 
0.09 
0.08 
0.02 
0.07 
0.09 
0.18 
0.02 
0.11 
0.03 
0.04 
к, 
(1/nmol) 
17.50 
39.20 
— 
14.90 
25 58 
15.55 
28 89 
38 17 
115.54 
47 96 
57.20 
23 62 
57 89 
27.78 
29 47 
33 01 
42.48 
23.90 
25 49 
BCn 
(E/l) 
1.85 
15.09 
31.70 
1.30 
3.25 
3.32 
38.87 
3.81 
8.00 
1.56 
15.70 
0.94 
0.29 
7.00 
2.78 
1.02 
17.73 
4.60 
6.55 
K2 
(1/nmol) 
0.09 
0.04 
0.02 
0.16 
0.11 
0.04 
0.01 
0.12 
0.13 
0.28 
0.04 
0.10 
1.61 
0.11 
0.25 
0.17 
0.19 
0.06 
0.06 
TBC = totale bindingscapaciteit, BC, en K, betekenen bindingscapaciteit en associatiecon-
stante van antilichamcn met hoge affiniteit voor insuline , ВСц en K2 zijn symbolen voor 
bindingscapaciteit en associatieconstante van antilichamcn met lage affiniteit 
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ervan te laag bleek. Deze negen patiënten waren gelijk verdeeld over de drie 
groepen. De resultaten verkregen bij de overige patiënten staan vermeld in 
label IX-5. Bij één patiënt (uit groep A) verliep de Scatchard plot lineair, 
wijzend op de aanwezigheid van slechts één klasse van bindingsplaatsen met 
lage affiniteit voor insuline. Bij alle overige patiënten verliep de Scatchard 
plot als een kromme, wijzend op heterogeniteit van de bindingsplaatsen in 
affiniteit voor insuline. Antilichamen met hoge affiniteit voor insuline had-
den een lage bindingscapaciteit (BQ), variërend van 0.01 tot 0.18 E/l. De 
associatieconstante (K.,) varieerde tussen 14.90 en 115.54 1/nmol. Antilicha-
men met lage affiniteit voor insuline waren gekarakteriseerd door een lage 
associatieconstante (Ki), variërend van 0.01 tot 1.61 1/nmol en een hoge 
bindingscapaciteit (ВСц), variërend van 0.29-38.87 E/l. Tussen de drie 
groepen patiënten bestonden geen significante verschillen in bindingscapaci-
teiten en associatieconstanten. 
Getoetst is voorts, of er significante correlaties bestonden tussen de 
gemiddelde 24-uurs concentraties gebonden insuline en de grootte van de 
standaarddeviaties ervan enerzijds en de verschillende bindingsparameters 
anderzijds. Het bleek, dat bij groep A de gemiddelde 24-uurs concentratie 
gebonden insuline significant gecorreleerd was met de bindingscapaciteit van 
de bindingsplaatsen met hoge affiniteit (BQ) en met de associatieconstante 
Ку: r = 0.88 en r = 0.83, ρ < 0.05. Bij groep В en С was gebonden insuline 
significant gecorreleerd met de totale bindingscapaciteit (r = 0.85 en г = 
0.89, ρ < 0.05) en met de bindingscapaciteit van de bindingsplaatsen met lage 
affiniteit (r = 0.77 en r = 0.89, ρ < 0.05). Andere significante correlatie 
werden niet gevonden, noch bij de afzonderlijke groepen, noch bij groep A, 
В en С samen. 
Discussie 
Berson en Yalow (1959) hebben voor het eerst aangetoond, dat insuline 
weliswaar univalent reageert met circulerende insulinebindendc antilicha-
men, maar dat deze antilichamen heterogeen zijn in affiniteit voor insuline. 
Uit analyse van bindingscurven volgens Scatchard, waarin de verhouding 
tussen gebonden en vrij insuline is uitgezet als functie van de concentratie 
gebonden insuline, is het mogelijk het bindingsgedrag van insulinebindendc 
antilichamen te karakteriseren in bindingscapaciteit en associatieconstante 
van twee hypothetische klassen bindingsplaatsen. Daarbij kunnen bindings­
plaatsen met hoge affiniteit en lage bindingscapaciteit voor insuline worden 
onderscheiden van bindingsplaatsen met lage affiniteit en hoge bindingscapa­
citeit, waarbij de beide associatieconstanten ongeveer een factor 100 van 
elkaar verschillen (Berson en Yalow, 1959, Rosselin et al 1965, Kerp et al 
1968, Baxter et al 1976, Asplin et al 1978, Gerbitz en Kmmler 1978, Goldman 
et al 1978). 
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De kwantitatieve gegevens, verkregen uit Scatchard-analyse, betreffende 
de bindingseigenschappen blijken in de literatuur grofweg met elkaar over-
een te komen, ondanks grote verschillen in toegepaste technieken, wijze van 
berekening, selectie van patiënten, enz. (tabel IX-6). Ook onze resultaten 
vallen in dezelfde orde van grootte. Een uitzondering hierop vormt de in 
onze studie opvallend lage bindingscapaciteit en hoge associatieconstante 
van antilichamen met hoge affiniteit voor insuline. De oorzaak hiervan is 
mogelijk, dat bij de berekening een correctie is toegepast voor de aanwezig-
heid van antilichamen met lage affiniteit voor insuline. Met uitzondering van 
de studie van Goldman et al (1978) is dit in geen enkele andere studie, 
vermeld in tabel IX-6, toegepast. 
Tussen onze patiënten met labiele en stabiele diabetes konden geen 
significante verschillen worden gevonden in bindingseigenschappen van de 
antilichamen. In iedere onderzochte groep kwamen bovendien patiënten 
voor, bij wie antilichamen ontbraken of bij wie de concentratie ervan te laag 
was voor berekening. Bij 4 van de 6 stabiele patiënten, bij wie dit het geval 
was, was tevens geen resterende endogene insulinesccretie aangetoond. Dit 
feit maakt het reeds onwaarschijnlijk, dat antilichamen een belangrijke 
factor zijn voor metabole stabiliteit van diabetes. 
Onze resultaten zijn niet in overeenstemming met die van Dixon et al 
(1972, 1975), die meenden, dat de eigenschappen van insulinebindende 
antilichamen in belangrijke mate labiliteit of stabiliteit van diabetes konden 
bepalen: bij de labiele diabeten bleken vooral antilichamen in lage concen-
tratie en/of met hoge affiniteit voor insuline voor te komen, waardoor een 
bufferend effect van deze antilichamen, wat juist bij de stabiele diabeten 
werd gevonden, ontbrak. Dixon gebruikte daarbij een andere techniek en 
berekende de totale bindingscapaciteit en de affiniteitconstante door serum 
in verschillende verdunningen te incuberen met een bekende concentratie 
'•^I-insuline en door vervolgens bij iedere serumverdunning de hoeveelheid 
vrij en gebonden 12:,I-insuline te bepalen (Dixon, 1974). Daarbij werden de 
antilichamen klaarblijkelijk beschouwd als een homogene populatie in affini-
teit voor insuline. 
In verschillende andere studies is gezocht naar een verband tussen bin-
dingseigenschappen van de insulinebindende antilichamen en mate van 
metabole stabiliteit (Baxter et al 1976, Asplin et al 1978, Gonen et al 1979). 
Daarbij is de methode van Dixon (1974) nooit gebruikt, maar zijn de 
bindingseigenschappen berekend middels analyse van Scatchard plots. In 
geen enkele studie kon labiliteit of stabiliteit van diabetes worden verklaard 
uit verschillen in bindingseigenschappen. 
Bij onze labiele diabeten werd een significante correlatie gevonden tussen 
de gemiddelde 24 uurs concentratie gebonden insuline enerzijds en de 
bindingscapaciteit van de bindingsplaatsen met hoge affiniteit en de associa-
tieconstante K] anderzijds. Bij de stabiele patiënten daarentegen bleek de 
gemiddelde concentratie gebonden insuline significant gecorreleerd te zijn 
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Tabel lX-6. Variatie in bindingscapaciteiten en associatieconstanten berekend uit Scatchard-plots bij niet-insulineresistente 
patiënten. Gegevens uit de literatuur en uit eigen onderzoek. 
Auteur 
Berson 1959 
Rosselin 1965 
Kerp 1968 
Asplin 1978 
Goldman 1978 
Lutterman 1981 
aantal 
patiënten 
13 
8 
91 
46 
6 
19 
TBC (E/l) 
0.33- 22 
4 -450 
2 -215 
0.43- 20.16 
0.34- 66.62 
0.36- 38.89 
BC, (E/l) 
1.20-16.85 
1.84-36.86 
0.03-44.35 
0.14-11.8 
0.08- 4.68 
0.01- 0.18 
K, (1/nmol) 
1.2 - 1.8 
0.17- 1.8 
0.9 -177 
1.1 - 34.7 
0.27- 25.60 
14.9 -115.54 
BC2 (E/l) 
0.33- 9.6 
8.29-378 
2 -187 
0.43- 11.66 
0.24- 62.30 
0.29- 38.87 
K2 (1/nmol) 
0.03 - 0.46 
0.001- 0.18 
0.02 - 4.2 
0.04 -15.5 
0.005- 0.48 
0.01 - 1.61 
met de totale bindingscapaciteit en met de bindingscapaciteit van de bin-
dingsplaatsen met lage affiniteit. Dit suggereert, dat de gemiddelde 24 uurs 
concentratie gebonden insuline bij de labiele diabeten vooral werd bepaald 
door antilichamen met hoge affiniteit voor insuline, terwijl deze bij de 
stabiele patiënten vooral door de aanwezigheid van antilichamen met lage 
affiniteit werd bepaald. Voor de behandelbaarheid lijkt het niet van belang, 
of insuline bij voorkeur wordt gebonden door antilichamen met hoge of met 
lage affiniteit, wanneer dit niet gepaard gaat met verschillen in de wijze 
waarop de concentratie gebonden insuline gedurende de 24 uur verandert. 
De spreiding in concentratie gebonden insuline gedurende de 24 uur bleek 
echter bij labiele en stabiele patiënten niet significant te verschillen en 
binnen de groepen kon geen significante correlatie worden gevonden tussen 
de standaarddeviatie van de gemiddelde 24 uurs concentratie gebonden 
insuline en de bindingscapaciteiten of associatieconstanten. Bovendien wer-
den bij de labiele en stabiele diabeten geen opvallende verschillen gezien in 
het beloop van de concentraties vrij en gebonden insuline gedurende de 24 
uur (hoofdstuk VIII-3). Geconcludeerd moet daarom worden, dat de aanwe-
zigheid van insulinebindende antilichamen noch de bindingseigenschappen 
van deze antilichamen bepalend zijn voor metabole stabiliteit of instabiliteit 
van diabetes. 
5. GLUCAGON 
Bij de 4 normale proefpersonen bedroeg de nuchtere plasmaglucagoncon-
centratie gemiddeld 61 ± 12 pg/ml (spreiding 36 tot 75 pg/ml). Bij een ieder 
steeg deze concentratie na het ontbijt; na 1 uur bedroeg deze gemiddeld 101 
± 10 pg/ml en na 2 uur 100 ± 13 pg/ml. Bij de patiënten van groep Λ was de 
gemiddelde nuchtere glucagonconcentratie 91 ± 9 pg/ml. (Fig. IX-21). Deze 
was significant (p < 0.05) hoger dan de overeenkomstige concentratie bij de 
patiënten van groep В (51 ± 5 pg/ml) en van groep С (62 ± 4 pg/ml). De 
nuchtere plasmaglucoseconcentratie bij groep А (17.1 ± 2.0 mmol/1) was 
eveneens significant hoger dan die bij groep В (11.4 ± 1.5 mmol/1) en groep 
С (11.6 ± 1.6 mmol/1 (p < 0.05). Tussen de hoogte van de concentraties 
glucagon en glucose bestond geen significante correlatie. 
Na de insuline-injectie en het ontbijt trad bij iedere patiënt een stijging op 
in de glucagonconcentratie. Per groep was deze gemiddeld niet groter dan bij 
de normale proefpersonen. Dertig minuten na het ontbijt was de gemiddelde 
glucagonconcentratie bij groep A nog significant hoger dan de overeenkom-
stige concentraties bij groep В en С (p < 0.05), maar 1 en 2 uur na het ontbijt 
bestonden geen significante verschillen meer, hoewel de verschillen in gemid­
delde plasmaglucoseconcentratie significant bleven. Bovendien was op deze 
tijdstippen de gemiddelde glucagonconcentratie bij groep А, В en С niet 
hoger dan die bij de 4 normale proefpersonen. 
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Figuur IX-21 Gemiddelde plasmaglucose- en -glucagonconcentratic (± SEM) vóór en na 
insulinetoediening en ontbijt bij normale proefpersonen en bij de labiele (groep A) en stabiele 
(groep В en С) diabeten 
Bij de 6 stabiele patiënten van groep В en groep C, bij wie een resterende 
insulinesecretie was aangetoond, bedroeg de gemiddelde nuchtere piasmag-
lucagonconcentratie 50 ± 7 pmol/ml Deze bleek met significant te verschil­
len van de gemiddelde nuchtere glucagonconcentratie van 6 1 + 4 pmol/ml bij 
de 11 stabiele patiënten zonder resterende insulinesecretie Op de andere 
meetpunten waren de verschillen evenmin significant 
Discussie 
De glucagonconcentratie van het plasma werd bepaald na voorafgaande 
verwijdering van het zogenaamde „big" plasma glucagon, waarvan geen 
biologische activiteit bekend is Gebruikmakend van dezelfde methode 
vonden Hendriks en Benraad (1980) bij 44 normale proefpersonen een 
nuchtere plasmaglucagonconcentratie van gemiddeld (± SEM) 137 ± 9 pg/ 
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ml met een spreiding van 46 tot 265 pg/ml. Bij alle onderzochte diabetespa-
tiënten viel de nuchtere glucagonconcentratie binnen het normale concentra-
tiebereik. Toch was er sprake van een relatieve hypcrglucagonemie, omdat 
verhoging van de plasmaglucoscconccntratie bij normale proefpersonen de 
secretie van glucagon remt. Zo blijkt uit het onderzoek van Gerich et al 
(1976), dat bij verhoging van de nuchtere glucoseconcentratie tot ± 8.5 
mmol/1 de plasmaglucagonconcentratie binnen 60 minuten met 60% daalt. 
Bij de patiënten met labiele diabetes was de gemiddelde glucagonconcen-
tratie nuchter en korte tijd na de insuline-injectie significant hoger dan die bij 
de patiënten met stabiele diabetes. Toch is het onwaarschijnlijk, dat hierdoor 
de metabole instabiliteit werd bevorderd: 
1. bij geen enkele labiele diabetespatiënt was er sprake van absolute hypcrg-
lucagonemie en de glucagonconcentraties vertoonden een duidelijke 
overlap met die, welke bij de stabiele patiënten werden gevonden. 
2. de significante verschillen tussen labiele en stabiele patiënten waren kort 
na de insuline-injectie niet meer aantoonbaar, hoewel de verschillen in 
gemiddelde plasmaglucoscconcentratie significant bleven. 
3. er kon geen significante correlatie worden aangetoond tussen de plasma-
concentraties van glucose en glucagon, noch binnen de afzonderlijke 
groepen, noch binnen het totale aantal patiënten. De plasmaglucagoncon-
centratie leek dus noch de hoogte van de plasmaglucoscconcentratie, noch 
het beloop ervan wezenlijk te beïnvloeden. 
Uit het onderzoek van Samols et al (1976) en uit eerder aangehaalde 
studies van Orci et al (1975) en Unger en Orci (1977) blijkt dat insuline in de 
eilandjes mogelijk direct de secretie van glucagon kan remmen (zie pag. ). 
Het was daarom interessant om de glucagonconcentraties bij de stabiele 
patiënten met en zonder resterende insulineproductie te vergelijken. Er 
werden echter geen significante verschillen gevonden. 
CONCLUSIES EN BESCHOUWINGEN 
Met betrekking tot de vraagstelling: wat is de betekenis van resterende 
insulineproductie, van insulinebindende antilichamen en van de hypersecre-
tie van glucagon voor de metabole stabiliteit van insuline-afhankelijke (type 
1) diabetes, kunnen de volgende conclusies worden getrokken. 
1. Bij labiele diabetes bestaat geen aantoonbare resterende insulinepro-
ductie. 
2. Een nog aanwezige insulineproductie bevordert de behandelbaarheid van 
diabetes. 
3. Het bestaan van een nog resterende insulineproductie is geen voorwaarde 
voor stabiliteit van diabetes. 
4. Het beloop van de concentratie van vrij insuline gedurende de 24 uur bij 
labiele en stabiele diabetcn zonder resterende insulineproductie verklaart 
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niet de verschillen in metabole stabiliteit. 
5. Verschillen in behandelbaarheid van diabetes worden niet verklaard door 
verschillende effecten van insulinebindende antilichamen op de concen-
traties van vrij en gebonden insuline. 
6. De bindingseigenschappen van insulinebindende antilichamen, bepaald 
middels Scatchard-analyse, houden geen verband met de mate van meta-
bole stabiliteit van diabetes. 
7. Het is onwaarschijnlijk, dat de hypersecretie van glucagon de behandel-
baarheid van diabetes beïnvloed. 
8. Andere factoren dan resterende endogene insulinesecretic, insulinebin-
dende antilichamen en glucagon bepalen mede de behandelbaarheid van 
diabetes. 
Het onderzoek heeft dus hoofdzakelijk negatieve resultaten opgeleverd. 
Niettemin heeft deze studie gegevens verschaft, die van praktische betekenis 
zijn bij de behandeling van diabetespatiënten. Voorbeelden zijn: het feit, dat 
de langstwerkende insulinepreparaten vaak de insulinebchoefte gedurende 
de nacht niet kunnen dekken, wanneer zij 's ochtends worden ingespoten; 
het feit, dat hypoglycaemieën vaak niet herkend worden door de patiënt en 
nogal eens 's nachts onopgemerkt bleken voor te komen. Voorts het feit, dat 
een lage insulinebchoefte vaak betekent, dat er nog sprake is van resterende 
endogene insulinesecretic, waarbij de keuze van het insulinepreparaat, dat 
dient ter ondersteuning van endogene insulineproductie, minder belangrijk 
is. 
Het onderzoek heeft bovendien een aanwijzing gegeven naar een moge-
lijke verklaring van labiliteit en stabiliteit van diabetes. Bij de labiele 
diabeten (groep A) was de gemiddelde insulinedosis significant hoger dan bij 
de stabiele diabeten zonder resterende insulinesecretie van groep С (89 ± 12 
versus 63 ± 8 E/dag, p<0.05). Dit verschil ging niet gepaard met verschillen 
in gemiddelde concentratie van vrij insuline of in het bindingsgedrag van de 
antilichamen. Van de bevinding gaat de suggestie uit, dat bij labiele diabeten 
een stoornis in de absorptie van insuline aanwezig kan zijn. In hoofdstuk I 
werd aan de hand van literatuuronderzoek reeds opgemerkt, dat dit een reële 
mogelijkheid is. De volgende waarneming bevestigde dit. 
Bij een extreem labiele patiënte (een vrouw van 47 jaar, bij wie de type 1 
diabetes 18 jaar bestond) werden op drie achtereenvolgende dagen tijdens 
een verblijf in de kliniek bloedmonsters afgenomen voor de bepaling van 
glucose en van vrij en totaal insuline. Deze patiënte had geen bijkomende 
ziekten en gebruikte geen andere medicijnen dan insuline. Wel bestond er 
een beginnende diabetische perifere neuropathie. Gedurende de drie dagen 
bleven dieet en insulinedosering ongewijzigd. De tijdstippen van de vena-
puncties waren dezelfde als tijdens het onderzoek bij labiele en stabiele 
patiënten. 
Figuur IX-22 toont de resultaten. Het patroon van de plasmaglucosecon-
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Figuur lX-23. Plasmaglucoseconcentratic (mmol/1), bepaald tijdens poliklinische controles, en 
glucosurie (g/24 uur) bij de patiente met labiele diabetes tijdens behandeling met drie insuline-
injectics per dag en tijdens behandeling met continue subcutante insulinetoediening 
centratie is op iedere dag totaal verschillend. De oorzaak daarvan is te 
vinden in het beloop van de concentratie vrij insuline. De insuline-injecties, 
die onder toezicht werden toegediend, werden soms gevolgd door een grote 
toename in de concentratie van vrij insuline (dag 1), gepaard gaande met een 
daling van de plasmaglucoseconcentratic tot hypoglycaemische waarden. 
Vaak echter werd nauwelijks of geen effect gezien van de insuline-injecties 
op de concentratie vrij insuline, waarbij zeer hoge plasmaglucoseconcentra-
ties werden bereikt en gehandhaafd. Zeer merkwaardig was de plotselinge 
stijging in de concentratie vrij insuline in de nacht van dag 2, gepaard gaande 
met een abrupte daling in de plasmaglucoseconcentratic, hetgeen niet werd 
veroorzaakt door dissociatie van gebonden insuline, waarvan de concentratie 
laag was en vrijwel onveranderd bleef. Uit deze bevindingen kan niet anders 
geconcludeerd worden dan dat bij deze patiënte de absorptie van insuline 
volkomen onvoorspelbaar verliep, hetgeen bepalend was voor het beloop 
van de plasmaglucoseconcentraties. 
Of dergelijke absorptiestoornissen in het algemeen kenmerkend zijn voor 
labiele diabetes, dient verder te worden onderzocht. Bestudering van het 
individuele patroon in de concentratie van vrij insuline bij de onderzochte 
labiele diabeten gaf hiervoor geen duidelijke aanwijzing. Het is van belang te 
vermelden, dat de beschreven patiënte, die tevoren onbehandelbaar was, nu 
sinds negen maanden met succes behandeld wordt met continue subcutane 
insulinetoediening via een draagbaar pompje (zie figuur IX-23). Blijkbaar 
kan een gelijkmatige subcutane toedieningswijze van insuline in sommige 
gevallen een labiele diabetes veranderen in een stabiele. 
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SAMENVATTING 
Tussen patiënten met insuline-afhankelijke (type 1) diabetes bestaan grote 
verschillen in het effect van de ingestelde behandeling. Dat het resultaat van 
de behandeling bij sommige patiënten veel slechter is dan bij andere, is soms 
te verklaren uit behandelfouten bij de patiënt of bij de arts, uit variaties in 
lichamelijke activiteit of uit het bestaan van intercurrente of bijkomende 
ziekten. Maar ook in afwezigheid van bekende oorzaken blijven verschillen 
in behandelbaarheid bestaan. De beide uiterste vormen van behandelbaar-
heid worden aangegeven met de termen labiel en stabiel. Met labiele 
diabeten worden patiënten bedoeld, bij wie de parameters van de metabole 
stoornissen sterk en vaak onvoorspelbaar fluctueren, zowel binnen de 24 uur 
als van dag tot dag, ondanks pogingen tot de best mogelijke behandeling en 
zonder aanwijsbare oorzaken. Voor stabiele diabetes geldt het tegenoverge-
stelde. 
Het is niet eenvoudig om deze beschrijvende definities in kwantitatieve 
karakteristieken weer te geven. In hoofdstuk I wordt aan de hand van 
literatuurgegevens aangevoerd, dat het grillige en wisselende beloop van het 
bloedsuikergehalte, als maat voor de sterk wisselende metabole instelling bij 
labiele diabeten goed tot uiting komt in de MAGE (mean amplitude of 
glycémie excursions) en de MODD (mean of daily differences). De eerste 
parameter meet verschillen in plasmaglucoseconcentratie gedurende de dag, 
de tweede meet verschillen van dag tot dag. Beide parameters kunnen slechts 
worden berekend uit een groot aantal glucosebepalingen gedurende achter 
eenvolgende dagen en zijn dus van weinig praktische betekenis. Daarom is 
het bij poliklinisch behandelde patiënten alleen maar mogelijk om uit 
combinaties van gegevens betreffende glucosurie, ketonurie en plasmagluco-
seconcentraties, verzameld over langere tijd en na uitsluiting van behandel-
fouten, conclusies te trekken omtrent labiliteit of stabiliteit van diabetes. 
In hoofdstuk I komen een aantal mogelijke oorzaken voor metabole instabi-
liteit ter sprake. Psychische oorzaken, variaties in absorptie van subcutaan 
ingespoten insuline en variaties in het metabolisme van insuline zouden 
theoretisch in aanmerking kunnen komen. Van de absorptie van insuline is 
bekend geworden, dat groter inter- en intra-individuele verschillen inderdaad 
voorkomen en dat soms lokale degradatie van insuline in de injectieplaats 
kan optreden. Het is nog onbekend, of absorptiestoornissen grote verschillen 
in metabole stabiliteit kunnen verklaren. Dat verhoogde concentraties van 
contraregulerende hormonen na hypoglycaemie tot hyperglycaemie leiden 
(het Somogyi effect) en daardoor tot labiliteit van de diabetes, moet op grond 
van uitvoerige literatuurstudie bijzonder onwaarschijnlijk worden geacht. 
153 
Als verdere mogelijke oorzaken voor verschillen in metabole stabiliteit 
komen in aanmerking', het al of niet bestaan van resterende endogene 
insulinesecretie, effecten van insulinebindende antilichamen en de hyperse-
cretie van glucagon. Onderzoek naar de betekenis van deze drie factoren 
voor de metabole stabiliteit van insuline-afhankelijke type 1 diabetes is het 
onderwerp van deze dissertatie. 
Hoofdstuk II bevat een literatuurstudie over resterende insulinesecretie bij 
diabetes. Dank zij het feit, dat proinsuline in de B-cel gesplitst wordt in C-
peptide en insuline, waarna beide in equimolaire hoeveelheden worden 
afgescheiden in het portale bloed, is het mogelijk om middels bepaling van C-
peptide in serum een indruk te krijgen over de insulinesecretie. Dit is vooral 
van belang bij insuline-afhankelijke diabetes, waarbij - door de aanwezig-
heid van exogeen insuline en van insulinebindende antilichamen - insuline-
bepalingen geen indruk kunnen verschaffen over endogene insulinesecretie. 
De bepaling van C-peptide middels radioimmunoassay is omgeven met een 
aantal problemen. Eén van de voornaamste problemen is de kruisreactie van 
het C-peptide-antiserum met proinsuline, dat immers de volledige structuur 
van C-peptide bevat. Bij niet-diabeten is de proinsulineconcentratie meestal 
zo laag, dat deze de meting van C-peptide niet beïnvloedt, vooral bij gebruik 
van een antiserum, dat minder sterk met proinsuline dan met C-peptide 
reageert. Bij insuline-afhankelijke diabeten echter kan een relatief hoge 
serumconcentratie van proinsuline ontstaan, omdat gebleken is, dat bij hen 
proinsuline zelfs bij afwezige insulinesecretie geproduceerd kan blijven 
worden en gebonden kan worden door insulinebindende antilichamen, waar-
door de halfwaardetijd aanzienlijk wordt verlengd. Omdat het C-peptide-
antiserum reageert met de C-peptide structuur van dit gebonden proinsuline, 
wordt de werkelijke C-peptideconcentratie sterk overschat, tenzij de insuli-
nebindende antilichamen tevoren uit het serum worden verwijderd. In de 
meeste studies betreffende resterende insulineproductie bij insuline-afhanke-
lijke diabetes is dit niet gedaan. Niettemin staat vast, dat nog vele jaren na 
het uitbreken van type 1 diabetes resterende insulineproductie aanwezig kan 
blijven. De vraag, in hoeverre hierdoor de behandelbaarheid van diabetes 
wordt beïnvloed, was bij de aanvang van ons onderzoek nog onbeantwoord. 
Inmiddels zijn echter in de literatuur studies verschenen, waarbij de mate van 
behandelbaarheid of wel, of niet, of niet altijd bleek samen te hangen met het 
bestaan van resterende insulinesecretie. De oorzaak voor de discrepanties is 
waarschijnlijk terug te voeren op de gebruikte onderzoekmethoden, 
bepalingstechnieken en de toegepaste selectie van patiënten. 
Hoofdstuk III bevat een literatuuroverzicht over de betekenis van insuline-
bindende antilichamen, die ten gevolge van injecties met soortvreemde 
insuline ontstaan en exogene en mogelijk ook endogene insuline reversibel 
kunnen binden. Bij een relatief klein aantal patiënten kunnen hierdoor 
insulineresistentie en allergische reacties ontstaan. 
De antigene werking van insuline kan verklaard worden uit de geringe 
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verschillen in aminozuursamcnstelling tussen menselijk insuline en varkens-
of runderinsuline. Vooral nadat gebleken was, dat conventionele insulinepre-
paraten behalve insuline nog een aantal op insuline gelijkende stoffen 
bevatten, is de antigeniciteit van zuivere varkens- of runderinsuline in twijfel 
getrokken. Behandeling met sterk gezuiverde insulinepreparaten bij 
patiënten, die tevoren conventionele insulines kregen toegediend, veroor-
zaakt inderdaad een langzame daling van de bindingscapaciteit in het plasma 
voor insuline, terwijl allergische reacties en insulineresistentie vrijwel niet 
meer voorkomen. Niettemin is gebleken, dat behandeling met sterk gezui-
verde insulines bij tevoren onbehandelde patiënten toch antilichaamproduc-
tie veroorzaakt, zij het in veel geringere mate dan tijdens behandeling met 
conventionele insulines. 
Insulincbindende antilichamcn kunnen mogelijk de metabole stabiliteit 
van diabetes gunstig beïnvloeden wanneer zij functioneren als tijdelijk 
reservoir voor insuline. Wanneer de antilichamen niet als zodanig kunnen 
functioneren, omdat de bindingscapaciteit te laag is of omdat de affiniteit 
voor insuline zeer hoog of zeer laag is, zou labiele diabetes mogelijk het 
gevolg kunnen zijn. Deze verklaring voor labiele en stabiele diabetes, die 
steun vond in publicaties van met name Dixon et al (1972, 1975) werd in ons 
onderzoek getoetst. 
In hoofdstuk IV worden literatuurgegevens over de mogelijke betekenis van 
glucagon voor de metabole stabiliteit van type 1 diabetes samengevat. 
Daarbij komen telkens twee verschillende opvattingen naar voren. Het is 
vooral de groep van Unger, die de hypothese verdedigt, dat glucagon samen 
met insuline een bihormonaal regulatiemechanisme vormt, waardoor bij 
niet-diabeten onder allerlei fysiologische omstandigheden de plasmaglucose-
concentratie binnen nauwe grenzen wordt gehandhaafd. De groep van 
Sherwin en Felig daarentegen huldigt de opvatting, dat glucagon geen rol van 
betekenis speelt, zolang er geen tekort aan insuline bestaat. 
Er bestaat geen twijfel over het feit, dat diabetes mellitus gepaard gaat met 
absolute of relatieve hyperglycagonemie. Unger beschouwt dit als een bij 
diabetes primair aanwezige ongevoeligheid van de A-cel voor glucose, Sher-
win en Felig menen, dat de hyperglucagonemie secundair door de insulinede-
ficiëntie ontstaat. 
Ook over de betekenis van de hyperglucagonemie bestaan tegengestelde 
standpunten. Enerzijds wordt in de literatuur beargumenteerd, dat glucagon 
essentieel is voor het ontstaan van het acute diabetische syndroom (Unger), 
anderzijds wordt even krachtig aangevoerd, dat de hypersecretie van gluca-
gon alleen bij insulinedeficiëntie nadelige effecten heeft en pas dan hypergly-
caemisch werkt. In ons onderzoek werd getracht een antwoord te vinden op 
de vraag of de mate van hypersecretie van glucagon in verband kon worden 
gebracht met verschillen in metabole stabiliteit. 
Om de betekenis van resterende insulineproductie, van insulinebindende 
antilichamcn en van de hypersecretie van glucagon op de metabole stabiliteit 
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van type 1 diabetes te kunnen onderzoeken was het noodzakelijk om een 
aantal laboratoriummethoden in te voeren en uit te testen. Het betrof de 
bepaling van C-peptide, van vrij en totaal insuline, van insulinebindende 
antilichamen en van glucagon. De laatste werd ontwikkeld en gepubliceerd 
door Hendriks en Benraad (1980, 1981). In hoofdstuk V wordt de bepaling 
van C-peptide verantwoord. Bij de radioimmunoassay werd gebruik gemaakt 
van synthetisch humaan C-peptide voor tracer en standaarden en van een bij 
cavia's opgewekt antiserum tegen synthetisch humaan C-peptide. De belang-' 
rijkste modificatie ten opzichte van beschreven methodes was de toepassing 
van polyethyleenglycol (PEG) 25% als scheidingsmethode in de immunoas-
say. Uit resultaten van C-peptide metingen tijdens recovery- en verdunnings-
experimenten en uit vergelijking van de PEG-scheidingsmcthode met een 
double antibody methode werd geconcludeerd, dat de PEG-schcidingsme-
thode eenvoudig en betrouwbaar is. 
Uit metingen van C-peptide- en insulineconcentraties na orale of intrave-
neuze glucosetoedicning valt af te leiden, dat bepaling van C-peptide een 
goede maat is voor insulinesecretie. Voorafgaande aan de bepaling van C-
peptide in het serum van insuline-afhankelijke diabeten moet aan antilicha-
men gebonden proinsuline worden verwijderd. Precipitatie van deze antili-
chamen middels PEG 25% biedt hiervoor een uitstekende mogelijkheid. Uit 
identieke concentraties van C-peptide, gemeten vóór en na behandeling van 
normaal serum met PEG 25%, kan geconcludeerd worden, dat daarbij geen 
coprecipitatie van C-peptide optreedt. Het is noodzakelijk gebleken, dat bij 
de radioimmunoassay de PEG-concentratie van standaardoplossingen gelijk 
is aan die in de te meten supernatanten van de met PEG behandelde sera. 
In hoofdstuk VI wordt de bepaling van vrij en van totaal insuline bespro-
ken. PEG 25% in gelijke volumina toegevoegd aan plasma's, die insulinebin-
dende antilichamen bevatten, bleek een complete precipitatie van deze 
antilichamen te veroorzaken, zonder dat daarbij dissociatie van gebonden 
insuline kon worden aangetoond. Hierdoor kan in de supernatanten de 
concentratie van vrij insuline worden bepaald, mits er tijdens de precipitatie 
geen coprecipitatie van vrij insuline optreedt. Aan deze voorwaarde werd 
voldaan, omdat de insulineconcentratie in normale plasma's vóór en na 
behandeling met PEG 25% niet significant verschilde. Mede door de geringe 
inter- en intra-assay variatie en door de complete recovery van insuline is de 
PEG-precipitatiemethode een eenvoudige en betrouwbare methode geble-
ken voor de bepaling van vrij insuline. Behandeling van plasma met HCl en 
PEG 25% veroorzaakte dissociatie en precipitatie van de antilichamen, 
waarna in de supernatanten de concentratie van totaal insuline kon worden 
bepaald. De tijdelijke verlaging van de pH tot 2,5 had geen effect op de 
meting van insuline. 
Bij de meting van vrij of totaal insuline in de supernatanten van de met 
PEG behandelde plasma's kon PEG 25% opnieuw gebruikt worden als 
scheidingsmethode in de immunoassay, waarbij het noodzakelijk bleek om 
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de concentratie PEG in standaardoplossing en in supernatanten gelijk te 
maken 
Hoofdstuk VII behandelt de bepaling van de bindingseigenschappen van 
insuhnebindende antihchamen In het plasma van insuline-afhankelijke dia-
beten werden bij een pH=2,5 de insuhnebindende antihchamen volledig 
gedissocieerd, waarna insuline middels adsorptie aan actieve kool uit het 
plasma kon worden verwijderd Aangetoond kon worden, dat de tijdelijke 
verlaging van de pH het bindingsgedrag van de antihchamen niet verstoorde 
De zo verkregen insulincvnje plasma's werden geincubeerd met een tracer-
dosis '^I-insuline en met opklimmende concentraties koud insuline, waarna 
vrij en gebonden insuline werden gescheiden middels PEG-precipitatie van 
de antihchamen De bindingseigenschappen van de antihchamen werden 
bepaald uit analyse van Scatchard plots Deze curven werden ontleend in 2 
componenten, overeenkomend met 2 klassen bindingsplaatsen, die konden 
worden gekarakteriseerd naar bindingscapaciteit en associatieconstante 
Verschil in affiniteit van de endogene antihchamen voor varkens- en runder-
insuhne bleek niet aantoonbaar Omdat ook de afzonderlijke affiniteit voor 
menselijk en varkensinsulme niet aantoonbaar verschilde kan geconcludeerd 
worden, dat insuhnebindende antihchamen in staat zijn om zowel exogeen 
als endogeen insuline in dezelfde mate te binden 
Hoofdstuk VIII vermeldt de opzet en uitvoering van het onderzoek naar 
de betekenis van resterende insuhneproductie, van insuhnebindende antih-
chamen en van glucagon voor de metabole stabiliteit bij msuhne-afhanke-
hjke (t\pe 1) diabetes Patienten met labiele of stabiele type 1 diabetes 
werden geselecteerd aan de hand van te voren opgestelde strenge criteria, 
waaraan voldaan kon worden door gebruik te maken van gegevens, die bij de 
poliklinische controles gedurende een jaar voorafgaande aan het onderzoek 
waren verkregen Op deze wijze werden 3 groepen patiënten geselecteerd 
Groep A bevatte 9 patiënten met labiele diabetes, behandeld met twee 
insuhne-injecties per dag, groep В bestond uit 10 patiënten met stabiele 
diabetes, behandeld met een insuhne-injectie per dag en groep С betrof 9 
patiënten met stabiele diabetes, behandeld met twee insuline-ihiecties per 
dag Vier normale proefpersonen dienden als controle De patiënten werden 
in de kliniek onderzocht, waarbij dieet en insulmetherapie niet werden 
veranderd Bloedmonsters voor de bepaling van glucose, C-peptide, vrij en 
totaal insuline werden 15 maal gedurende 24 uur afgenomen Insuhnebin-
dende antihchamen werden alleen in het nuchtere bloedmonster bepaald Bij 
vrijwel alle patiënten werden op een later tijdstip poliklinisch de plasmacon-
centratics van glucose en glucagon bepaald en wel voor de ochtenddosis 
insuline en 30, 60 en 120 min na het ontbijt 
Hoofdstuk IX vermeldt de resultaten van het onderzoek 
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1. RESTERENDE B-CEL FUNCTIE 
Bij alle patiënten met labiele diabetes (groep A) kon geen resterende B-cel 
activiteit worden aangetoond. Hetzelfde werd gevonden bij 5 patiënten uit 
groep В en 8 patiënten uit groep C. Echter bij 6 patiënten met stabiele 
diabetes werden de maaltijden gevolgd door een stijging in de concentratie 
C-peptide als uiting van een nog bestaande endogene insulinesecretie. 
Opvallend was dat bij deze patiënten het beloop van de plasmaglucosecon-
centratie heel anders was dan bij de overige diabeten en gelijkenis vertoonde 
met een patroon zoals dat bij niet-diabeten bestaat. Tussen de concentraties 
van glucose en C-peptidc bestond een significante correlatie, hetgeen kan 
betekenen, dat het beloop van de plasmaglucoseconcentratie mogelijk werd 
bepaald door de nog resterende insulineproductie. Bij een nog bestaande 
insulinesecretie was de stijging van de plasmaglucoseconcentratie gedurende 
de nacht veel geringer dan bij afwezige insulinesecretie. Tussen de stabiele 
patiënten met of zonder C-peptide-stijging na de maaltijden bestonden geen 
significante verschillen in gemiddelde 24 uurs plasmaglucoseconcentratie en 
MAGE; wel was bij de C-peptide-responders de duur van de diabetes korter 
en de insulinedosering lager. Geconcludeerd werd, dat een nog bestaande 
endogene insulinesecretie de behandelbaarheid van type 1 diabetes kan 
bevorderen, maar geen noodzakelijke voorwaarde is voor metabole stabili-
teit. Labiele diabetes daarentegen lijkt alleen maar voor te komen bij een 
volledig uitgeschakelde B-cel functie. 
2. VRIJ INSULINE 
Bij de patiënten van groep А, В en С was gedurende de 24 uur de 
gemiddelde concentratie van vrij insuline nooit lager en vaak zelfs hoger dan 
de gemiddelde insulineconcentratie bij de normale proefpersonen, ondanks 
de veel hogere plasmaglucoseconcentraties bij de diabeten. Dit is verklaar­
baar uit de afwijkende route en de weinig efficiënte wijze van toelevering van 
insuline bij de patiënten. 
Bij de stabiele diabeten uit groep В en С zonder resterende insulinesecre­
tie werden geen significante verschillen in de gemiddelde concentraties van 
vrij insuline gevonden ten opzichte van overeenkomstige concentraties bij de 
labiele diabeten. Het bestaan van labiele diabetes kon dus niet verklaard 
worden uit de gemiddelde hoogte van de vrije insulineconcentratie. Boven­
dien vertoonde het beloop van de gemiddelde vrije insulineconcentratie bij 
de labiele diabeten en bij de stabiele patiënten van groep С een opvallende 
gelijkenis. 
Bij de stabiele diabeten met resterende endogene insulinesecretie werden 
lagere gemiddelde vrije insulineconcentraties, gepaard gaande met een 
lagere insulinebehoefte, gevonden dan bij de stabiele diabeten zonder reste-
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rende insulineproductie. Klaarblijkelijk kan bij een nog bestaand aanbod 
van endogeen insuline aan de lever volstaan worden met lagere perifere 
insulineconcentratics. Hoewel tussen de labiele diabeten en de stabiele 
patiënten met afwezige endogene insulinesecretie op geen enkel moment 
significante verschillen werden gevonden in de gemiddelde concentratie van 
vrij insuline, was de gemiddelde insulinedosis bij de labiele diabeten signifi-
cant hoger. Dit pleit voor het bestaan van stoornissen in de absorptie van 
subcutaan insuline bij de labiele patiënten. 
3. GEBONDEN INSULINE 
Tussen de patiënten met labiele en stabiele diabetes bleken geen duide-
lijke verschillen aantoonbaar in de mate waarin insuline gedurende de 24 uur 
door antilichamen werd gebonden. Lage en hoge gemiddelde concentraties 
gebonden insuline werden zowel bij labiele als stabiele patiënten gevonden 
en de gemiddelde spreiding in de concentratie gebonden insuline gedurende 
de 24 uur verschilde tussen de groepen niet significant. Bij sommige 
patiënten met labiele diabetes bleek de concentratie gebonden insuline niet 
wezenlijk te veranderen gedurende het etmaal, maar hetzelfde werd gevon-
den bij acht patiënten met stabiele diabetes, terwijl bij vier van hen geen 
resterende insulinesecretie kon worden aangetoond. Bij de overige patiënten 
werden de insuline-injecties gevolgd door stijgingen en dalingen in de 
concentratie van vrij en gebonden insuline, met meestal een significante 
correlatie tussen beide concentraties. Bij hen fungeerden de antilichamen als 
reservoir voor insuline, een effect, dat zowel bij stabiele als bij labiele 
patiënten voorkwam en dus niet - zoals door Dixon et al (1972, 1975) gesteld 
- uitsluitend bij stabiele diabeten. 
Bij één patiënt met stabiele diabetes werd een significante correlatie 
gevonden tussen de concentraties van C-peptide en gebonden insuline, 
suggererend, dat endogeen insuline door antilichamen werd gebonden. Voor 
de behandelbaarheid was dit klaarblijkelijk niet nadelig. 
4. BINDINGSEIGENSCHAPPEN VAN INSULINEBINDENDE 
ANTILICHAMEN. 
Uit de resultaten van metingen van de concentratie gebonden insuline valt 
af te leiden, dat de aanwezigheid van insulinebindcnde antilichamen voor de 
behandelbaarheid van diabetes niet van wezenlijk belang is. 
Dit wordt ondersteund door de resultaten van de bepaling van de bindings-
eigenschappen van de insulinebindcnde antilichamen in vitro. Middels Scat-
chard-analyse konden daarbij bindingsplaatsen met hoge affiniteit en lage 
bindingscapaciteit voor insuline worden onderscheiden van bindingsplaatsen 
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met lage affiniteit en hoge bindingscapaciteit Tussen de drie groepen 
patiënten met labiele en stabiele diabetes werden geen significante verschil-
len gevonden in bindingscapacitciten en associatieconstanten 
5 GLUCAGON 
Bij alle diabetespatiënten bestond een relatieve hyperglucagonemie de 
nuchtere plasmaglucagonconcentratie viel binnen het concentratiebereik, 
zoals dat door Hendriks en Benraad (1980) voor een grote groep normale 
proefpersonen was vastgesteld, maar was met betrekking tot de aanwezige 
plasmaglucoseconcentratie te hoog Bij de patiënten met labiele diabetes was 
de gemiddelde glucagonconcentratie nuchter en 30 min na het ontbijt 
significant hoger dan die bij de stabiele diabeten van groep В en groep C. 
Het belang hiervan lijkt niet groot, gezien de hoogte van de concentratie en 
de overlap met de glucagonconcentratics bij de stabiele patiënten Boven-
dien waren 1 en 2 uur na de insulme-injectie de significante verschillen 
verdwenen, hoewel de verschillen in gemiddelde plasmaglucoseconcentraties 
tussen labiele en stabiele patiënten op deze tijdstippen significant bleven 
Een significante correlatie tussen de plasmaconcentraties van glucose en van 
glucagon kon met worden aangetoond, noch binnen de afzonderlijke groe-
pen, noch binnen het totale aantal patiënten Geconcludeerd werd daarom, 
dat de hoogte van de plasmaglucagonconcentratie van weinig belang leek te 
zijn voor de hoogte en het beloop van de plasma glucoseconcentratie en dus 
voor de metabole "stabiliteit van diabetes 
160 
SUMMARY 
Among patients with insulin-dependent (type 1) diabetes great differences 
occur in the effect of treatment The fact that the result of treatment is 
disappointing in some patients may be explained from treatment errors by 
the patient of the doctor, from variations in physical activity or from 
intercurrent or coexisting diseases However, also in the absence of these 
factors variations in metabolic control occur The two extreme and opposite 
forms of metabolic stability are known as labile and stable diabetes Labile 
diabetes is characterized by great and impredictablc fluctuations in the 
parameters ot metabolic control both during the day and from day to dav 
despite all attempts at the best possible treatment and without apparent 
causes In stable diabetes the opposite is true It is difficult to define stability 
and lability quantitatively From data in the literature reviewed in Chapter I 
it appears, that the erratic fluctuation of the plasma glucose concentration, as 
a sign of the great variation in metabolic control in labile diabetes, can be 
expressed as MAGb (mean amplitude of glycémie excursions) and MODD 
(mean of daily differences) The MAGE measures differences in plasma 
glucose during the day, the MODD measures differences from day to day 
The practical application of both parameters is limited by the fact that they 
can only be calculated from a considerable number ot plasma glucose 
measurements For the diagnosis of labile or stable diabetes in patients 
treated in an outpatients' department one has to confine oneself to results of 
measurements of glucosuria, ketonuna and plasma glucose collected during 
several visits after exclusion of treatment errors 
In chapter I possible causes for labile diabetes are reviewed Psychological 
causes, variations in the absorption of insulin injected subcutaneously and 
variations in the metabolism ot insulin could be taken into consideration It 
has become apparent that considerable inter- and intraindividual differences 
in absorption of insulin do exist and that local degradation of insulin in the 
injection site can occur However, it is still not certain if disturbances in 
absorption can explain the great variations in metabolic stability On the 
ground of study of the literature it seems very unlikely that increased 
concentrations of contraregulating hormones after hypoglycemia will lead to 
hyperglycemia (the Somogyi fenomenon) and by that to lability Other 
possible causes for differences in metabolic stability are the presence or 
absence of residual insulin secretion the effects of insulin-binding antibodies 
and the hypersecretion of glucagon It was the purpose of this thesis to 
investigate the importance of these three factors for the metabolic stability in 
type 1 (insulin-dependent) diabetes 
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Chapter II is a review of the literature on residual insulin secretion in 
diabetes. In the В cell proinsulin is split into C-peptide and insuline, after 
which both peptides are secreted into the portal blood in cquimolar amounts. 
So it is possible to get information on insulin secretion by measurement of 
serum C-peptide. This is in particular important in insulin-dependent diabe­
tics; in these subjects measurement of plasma insulin is not feasible to 
determine endogenous insulin secretion, due to the presence of exogenous 
insulin and insulin-binding antibodies. 
The radioimmunoassay of C-peptide is accompanied by a number of 
problems. One of the main problems is the cross-reaction of the C-peptide 
antiserum with proinsulin which contains the complete aminoacid sequence 
of C-peptide. In non-diabetics the concentration of serum proinsulin is too 
low to be measured with a C-peptide antiserum which reacts less strongly 
with proinsulin than with C-peptide. However, a high serum proinsulin 
concentration can be present in insulin-dependent diabetic patients. This is 
caused by persisting proinsulin secretion which has been demonstrated even 
in the absence of insulin or C-peptide secretion, and by insulin antibodies 
which bind proinsulin and delay its clearance. Antibody-bound proinsulin 
reacts with C-peptide antisera and this causes an overestimation of C-
peptide. Therefore insulin-binding antibodies must be removed from the 
serum for feliable C-peptide measurements. In many studies on residual 
insulin secretion in insulin-dependent diabetes however, this has not been 
done. 
It has become clear that residual insulin secretion can still exist many years 
after the onset of type 1 diabetes. The influence of this secretion on the 
degree of metabolic control was unknown when our study was started. In the 
meantime various studies on the relationship between residual insulin secre­
tion and metabolic stability in type 1 diabetes have been published. The 
results however, are controversial, probably because of differences in the 
methods of investigation and in the selection of patients. 
Chapter III is a review of the literature on the significance of insulin-
binding antibodies. These antibodies develop as a result of injections of 
heterologous insulin and they bind reversible exogenous and possibly also 
endogenous insulin. In a relatively small number of patients insulin resistance 
and allergic reactions are caused by the presence of insulin-binding antibo­
dies. 
The antigenicity of insulin can be explained from the small differences in 
aminoacid composition between human insulin and porcine or bovine insu­
lin. However, the validity of this explanation has been questioned since it has 
been demonstrated that conventional insulin preparations are contaminated 
by many insulin-like substances. Treatment with highly purified insulin in 
patients treated before with conventional insulin causes indeed a slow decline 
of the plasma binding capacity for insulin, while allergic reactions and insulin 
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resistance now hardly occur. Nevertheless, it has been shown that during 
treatment with highly purified insulin antibody formation still occurs in 
previously untreated patients, though in a lesser extent than during treatment 
with conventional insulin preparations. 
It is possible that insulin-binding antibodies have a favorable effect on the 
metabolic control of diabetes, assuming that they have a buffering effect on 
the free insulin concentration. When antibodies are absent or when the 
binding capacity is low or when the affinity of the antibodies for insulin is 
either very high or very low. a buffering effect is not possible and labile 
diabetes would be the result. This explanation for labile and stable diabetes, 
put forward in publications by Dixon et al (1972; 1975) was tested in our 
study. 
Chapter IV is a review of the literature on the significance of glucagon for 
the metabolic control of type 1 diabetes. Concerning the role of glucagon two 
different opinions emerge from the various studies. Especially Unger and his 
group defend the hypothesis that glucagon acts together with insulin as a 
bihormonal regulation system, by which in non-diabetics and during physio-
logical circumstances the plasma glucose concentration is maintained within 
narrow limits. On the other hand Sherwin and Felig hold the opinion that 
glucagon does not play a significant role as long as insulin is available in 
sufficient amounts. 
There is no doubt, that diabetes mellitus is accompanied by absolute or 
relative hyperglucagonemia. This is considered by Unger as an 'intrinsic' 
insensitivity of the A cells for glucose. However, Sherwin and Felig suppose 
that the hyperglucagonemia is the result of insulin deficiency. 
There are also conflicting opinions concerning the significance of the 
hyperglucagonemia in diabetes mellitus. Against the view that glucagon is an 
essential hormone for the development of the complete diabetic syndrome 
(Unger), it is argued that glucagon causes hyperglycemia only during insulin 
deficiency. 
In order to examine the significance of remaining insulin secretion, insulin-
binding antibodies and hyperglucagonemia for the metabolic stability of type 
1 (insulin-dependent) diabetes, it was necessary to develop specific labora-
tory methods: the determination of serum C-peptide, free and total insulin, 
insulin antibodies and glucagon. The determination of glucagon has been 
described by Hendriks and Benraad (1980, 1981). 
Chapter V describes the determination of C-peptide. In the radioimmuno-
assay synthetic human C-peptide was used as tracer and standards and a 
guinea pig antiserum against synthetic human C-peptide. The main modifica-
tion in comparison with published methods was the use of polycthylene-
glycol (PEG) 25% in the separation procedure of the immunoassay. From 
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the results of C-peptide measurements in recovery and dilution experiments 
and from comparison of the PEG-method with a double antibody method, it 
could be concluded that the separation method using PEG 25% was simple 
and reliable. 
From measurements of serum C-peptide and plasma insulin after orally or 
intravenously administered glucose it became obvious that determination of 
C-peptide is a good measure for insulin secretion. Before the measurement 
of serum C-peptide in insulin treated diabetics proinsulin bound to insulin 
antibodies must be removed. These antibodies could be precipitated with 
PEG 25%, without coprecipitation of C-peptidc as appeared from similar C-
peptide concentrations in normal sera before and after treatment with PEG. 
It was demonstrated that C-peptide standard solutions should contain the 
same PEG concentration as present in the supernatants of the PEG'-treated 
sera. 
In Chapter VI the determination of free and total insulin in plasma is 
described. PEG 25% added in equal amounts to plasma containing insulin 
antibodies caused a complete precipitation of these antibodies. Dissociation 
of bound insulin could not be demonstrated. After PEG precipitation free 
insulin can be measured in the supernatants, provided that no coprecipitation 
of free insulin occurs. This condition was fulfilled because insulin concentra-
tions measured in normal plasma before and after treatment with PEG 25% 
did not differ significantly. The small intra- and interassay variations and the 
complete recovery of insulin contributed to the reliability of the method. 
Treatment of plasma with HCl 0.1 M and PEG 25% caused dissociation 
and precipitation of the insulin antibodies, after which total insulin could be 
measured in the supernatants. The decrease of the pH to 2.5 did not affect 
the measurement of insulin. 
PEG 25% could be used again as separation method in the immunoassay 
of free and total insulin, provided that the PEG concentrations in standard 
solutions and supernatants were similar. 
In Chapter VII the measurement of binding characteristics of insulin 
antibodies is discussed. In plasma of insulin-treated diabetics insulin-binding 
antibodies were dissociated completely at pH = 2,5. After dissociation 
insulin could be removed by adsorption to dextran-coated charcoal. It could 
be demonstrated that the decrease in pH did not disturb the binding of 
insulin to the antibodies. To insulin-free plasma 125I-insulin as tracer and 
increasing concentrations of cold insulin were added. After incubation, free 
and bound insulin were separated by PEG precipitation of the antibodies. 
The binding parameters of the antibodies were calculated from Scatchard 
plots. These plots could be analyzed into two components corresponding 
with two classes of binding-sites characterized by binding capacity and 
association constant. A difference in affinity of the endogenous antibodies 
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for porcine and bovine insulin could not be demonstrated The same result 
was found for porcine and human insulin From this finding it was concluded 
that insulin-binding antibodies can bind exogenous and endogenous insulin 
equally 
In Chapter VIH the design and the experimental procedure of the study on 
the significance of residual insulin secretion, insulin-binding antibodies and 
glucagon for the metabolic stability in type 1 (insulin-dependent) diabetes are 
explained Patients with type 1 (insulin-dependent) diabetes were selected as 
labile or stable patients on the basis of previously established rigorous criteria 
using data obtained at visits to the outpatients' department during one year 
before the start of the study Three groups of patients were selected, 
designated group А, В and С Group A contained nine patients with labile 
diabetes, treated with two insulin injections a day Group В comprised ten 
patients with stable diabetes treated with one insulin injection a day and 
group С consisted of nine patients with stable diabetes, treated with two 
insulin injections a dav Four normal persons served as controls For the 
purpose of the study the patients came to the clinic and stayed there for 24 
hours Their diet and insulin therapy were not changed Blood samples were 
taken 15 times during 24 hours for the determination of glucose, C-peptide, 
free insulin and total insulin Insulin-binding antibodies were measured in a 
fasting blood sample In almost all patients plasma concentrations of glucose 
and glucagon were determined later on in the outpatients' department For 
this purpose blood samples were taken before the morning injection of 
insulin and 40, 60 and 120 minutes after breakfast 
The results of the study are presented in chapter IX 
1 Residual В cell function 
A residual В cell activity could not be demonstrated in all patients with 
labile diabetes (group A) The same was found in five patients of group В 
and eight patients of group С In 6 patients with stable diabetes, however, an 
increase in serum C-peptidc concentration following the main meals occured 
as an expression of residual insulin secretion In the patients it was striking 
that the daily pattern of plasma glucose was different from that in the other 
diabetics, it resembled the pattern in the non-diabetics A significant correla­
tion between the concentration of glucose and C-peptide was found, sugges­
ting that the daily pattern of plasma glucose was influenced by the residual 
insulin secretion In patients with residual insulin secretion the increase in 
plasma glucose during the early morning was much smaller than in the 
absence of insulin secretion There was no significant difference in mean 24 
hours plasma glucose concentration or MAGE between the stable patients 
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with and without C-pcptide response after the meals. The six diabetics with 
C-peptide response had diabetes of shorter duration and they needed lower 
insuhn dosages. It was concluded that residual insulin secretion benefits the 
metabolic stability of type 1 (insulin-dependent) diabetes. Persistent insulin 
secretion however is not a prerequisite for stability. The absence of persistent 
В cell function, nevertheless, seems to be associated with severe lability. 
2. Free insulin. 
Mean concentrations of free insulin during 24 hours in the patients of 
group А, В and С were never lower and often even higher than correspon­
ding mean free insulin concentrations in the normal persons, despite of much 
higher plasma glucose levels in the diabetics. This can be explained by the 
different route and the inefficient timing of insulin supply in the patients. 
In the stable diabetics of group В and С without residual insulin secretion, 
no significant differences were found in mean free insulin concentrations as 
compared to corresponding concentrations in the labile diabetics. Conse­
quently, labile diabetes could not be explained by the mean level of free 
insulin. However, the daily patterns of the mean free insulin concentration in 
the labile diabetics and in the stable patients of group С were equal. 
In the diabetics with residual endogenous insulin secretion lower mean 
insulin concentrations accompanied by a lower insulin need were found than 
in the stable diabetics without residual insulin secretion. Apparently, in the 
presence of a residual supply of insulin to the liver a lower insulin concentra­
tion in the peripheral blood is sufficient. Although not a single significant 
difference was found in the mean concentrations of free insulin between the 
labile diabetics and the stable diabetics with absent insulin secreting capacity, 
the mean insulin dosage in the labile patients was significantly higher. This 
suggests the existence of disturbances in the absorption of subcutaneously 
administered insulin in labile diabetes. 
3. Bound insulin. 
Between the patients with labile and stable diabetes no differences were 
found in the way in which insulin was bound by antibodies during the 24 
hours. High and low mean concentrations of bound insulin were found both 
in labile and stable diabetics and between the groups there was no significant 
difference in mean variation in the level of bound insulin during 24 hours. 
In some patients with labile diabetes the concentration of bound insulin did 
not change essentially during 24 hours, but the same was found in eight stable 
patients; in four of these eight patients a residual insulin secretion was also 
absent. In the other patients the insulin injections were followed by increases 
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in the concentration of free and bound insulin, mostly with a significant 
correlation between both levels. The antibodies had a function in these 
subjects as reservoir for insulin, but this effect occures both in stable and in 
labile patients and not exclusively in stable diabetics as has been reported by 
Dixon et al (1972, 1975). In one patient with stable diabetes a significant 
correlation was found between the concentrations of C-peptide and bound 
insulin, suggesting binding of endogenous insulin by antibodies. Obviously 
this was not detrimental to the metabolic control. 
4. Characteristics of insulin-binding antibodies. 
From the results of measurements of bound insulin it can be concluded that 
the presence of insulin-binding antibodies is not very important for metabolic 
control. This is supported by the results of the characterization in vitro of the 
insulin-binding antibodies. By means of Scatchard-analysis binding sites with 
high affinity and low capacity for insulin could be distinguished from binding 
sites with low affinity and high capacity. No significant differences in these 
binding characteristics could be demonstrated between the three groups of 
patients with labile and stable diabetes. 
5. Glucagon. 
A relative hyperglucagonemia was present in all patients: the fasting 
glucagon concentration fell within the range as determined by Hendriks and 
Benraad (1980) in a large group of normal persons, but it was too high with 
regard to the prevailing plasma glucose concentration. In the patients with 
labile diabetes glucagon concentrations (fasting and 30 min after breakfast) 
were significantly higher than those in the stable diabetics of group В and 
group C. Apparently, this was not very important considering the concentra­
tions reached and the overlap with the concentrations of glucagon in the 
stable patients. Moreover, the significant differences disappeared at one and 
two hours after the insulin injection, while on these moments the differences 
in mean plasma glucose values between labile and stable patients persisted. 
A significant correlation between plasma glucose and plasma glucagon could 
not be demonstrated, neither within the separate groups nor in the total 
number of patients. It was concluded that the glucagon concentrations 
measured were of minor importance for the level and the daily pattern of 
plasma glucose and thus for the metabolic control of diabetes. 
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STELLINGEN 
bij het proefschrift 
LABIELE EN STABIELE INSULINE-AFHANKELIJKE 
(TYPE 1) DIABETES MELLITUS 
J. A. Lutterman 
I 
Resterende insulinesecretie bevordert de behandelbaarheid van insuline-
afhankelijke (type 1) diabetes, maar is geen voorwaarde voor stabiliteit van 
de diabetes. 
II 
Hoewel bij labiele diabetes geen endogene insulineproductie bestaat, kan dit 
alleen de labiliteit niet verklaren. 
III 
Stoornissen in de absorptie van subcutaan toegediende insuline-injecties 
kunnen labiele diabetes veroorzaken. Continue subcutane toediening van 
insuline middels een draagbare insuline-infusor kan deze labiele diabetes 
veranderen in stabiele diabetes. 
IV 
Tussen patiënten met labiele en stabiele insuline-afhankelijke (type 1) diabetes 
bestaan geen verschillen in de binding van insuline door antilichamen. De 
immunogeniciteit van insulinepreparaten lijkt daarom voor de behandeling 
van niet-insulineresistente diabetespatiënten niet van wezenlijk belang. 
V 
Meting van de concentratie van gebonden insuline in het plasma gedurende 
24 uur geeft een beter inzicht in de binding van insuline door antilichamen 
dan analyse van Scatchard plots. 
VI 
Zelfs de langstwerkende insulinepreparaten zijn, wanneer zij in de ochtend 
worden toegediend, dikwijls niet in staat om de insulinebehoefte gedurende 
de nacht volledig te dekken. 
VII 
Om een resterende insulinesecretie bij insuline-afhankelijke diabeten middels 
bepaling van serum-C-peptide te kunnen vaststellen, moeten insulinebindende 
antilichamen tevoren uit het serum worden verwijderd. 
Vili 
Er zijn geen aantoonbare verschillen in het metabolisme van de very low 
density lipoproteïnen (VLDL) tussen de verschillende genetische vormen 
van type IV hyperlipoproteïnemie. 
IX 
Het zoeken naar een antwoord op de vraag, waarom een verhoogd gehalte 
aan VLDL-remnants juist sterk het ontstaan van perifere athérosclérose 
bevordert, terwijl een verhoogd LDL-gehalte vrijwel exclusief dat van 
coronairsclerose bevordert, verdient een hoge prioriteit in de atherosclerosc-
research. 
X 
De sterke aanwijzing, dat na cholecystectomie het risico voor het ontstaan 
van coloncarcinoom is toegenomen, dient betrokken te worden bij de 
indicatiestelling tot cholecystectomie bij patiënten met asymptomatische 
galstenen. 
XI 
Gezondheidsvoorlichting en gezondheidsopvoeding met als doel het zout-
gebruik van de bevolking te verlagen, mist een voldoende wetenschappelijke 
basis en is economisch onverantwoord. 
XII 
Behandeling van blaasontsteking met een éénmalige dosis van een anti-
bacterieel middel maakt de patiënt beter en de gezondheidszorg goedkoper. 
XIII 
In het medisch curriculum dient meer aandacht te worden besteed aan 
training in en vooral aan toetsing van de anamnese-techniek. 
XIV 
De verregaande specialisatie in onderdelen van de geneeskunde heeft er toe 
geleid, dat het onderwijs aan te veel verschillende docenten wordt gedelegeerd 
en zich veel te veel richt op details. 
XV 
De nog steeds groeiende belangstelling voor barokmuziek, ook bij uitvoerende 
kunstenaars, illustreert in feite het onvermogen van de hedendaagse muziek 
om zowel toehoorders als vakmusici te boeien. 



